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1. Einleitung 
 
 
1.1. Klinische Grundlagen: Glattmuskuläre Tumoren des Uterus (56;60) 
 
1.1.1. Leiomyome des Uterus  
 
Leiomyome stellen die häufigste gutartige Neoplasie des Uterus in Deutschland dar. 
Sie werden bei ca. 30% der geschlechtsreifen Frauen gefunden, wobei nur ca. 20% 
von diesen symptomatisch sind. Zwei Drittel der betroffenen Frauen weisen multiple 
Leiomyome auf bis hin zum Uterus myomatosus. Klinisch machen sich diese Tumo-
ren bemerkbar durch Blutungsanomalien (Dys-, Meno-, Metrorrhagien oder Schmier-
blutungen), außerdem durch eine Druck- oder Schmerzsymptomatik, häufig zeigen 
sie jedoch gar keine Symptome. Leiomyome sind überwiegend im Corpus uteri gele-
gen, je nach Lokalisation in der Uteruswandung unterscheidet man intramurale Leio-
myome (häufigste Form), subseröse und submuköse (seltenste Form). Subseröse 
Leiomyome treten auch gestielt auf und können durch Stieldrehung mit nachfolgen-
der hämorrhagischer Infarzierung zu dem Bild eines akuten Abdomens führen. Leio-
myome treten typischerweise im reproduktiven Alter auf (Altersgipfel 30.-50. Lebens-
jahr), postmenopausal wird häufig eine Rückbildung der Tumoren beobachtet. Das 
Wachstum von Leiomyomen wird beeinflusst durch hormonelle Faktoren (2), so konn-
ten sowohl Östrogen- als auch Progesteron-Rezeptoren im Myomgewebe nachge-
wiesen werden, was therapeutische Optionen beinhaltet (siehe unten). Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass Leiomyome monoklonalen Ursprungs sind, jeweils also 
von einer einzigen Mutterzelle des Myometriums abstammen (17;31;37;41). Makrosko-
pisch erscheinen Leiomyome als scharf begrenzte Tumoren mit fester, faserig-
weißer Schnittfläche. Degenerative Veränderungen sind häufig zu sehen, Einblutun-
gen und Nekrosen eher selten. Histologisch zeichnen sich Leiomyome durch spin-
delig verlaufende, in Bündeln sich durchflechtende, uniforme, glatte Muskelzellen 
aus, der Mitoseindex (d.h. die Anzahl der Mitosefiguren pro 10 betrachteten Ge-
sichtsfeldern = high-power-fields [HPF]) liegt dabei < 5 Mitosen / 10 HPF. Atypien 
oder Nekrosen fehlen in der Regel. 
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Immunhistochemisch reagieren die Myomzellen bzw. deren Zytoplasma mit Anti-
körpern gegen muskelspezifisches Aktin, Desmin und Caldesmon (15). 
Zytogenetische Auffälligkeiten zeigen ca. 40% der Uterus-Leiomyome, dazu gehö-
ren z.B. die Translokation t(12;14)(q15;q23-24), Rearrangements des kurzen Armes 
des Chromosoms 6 und Deletionen des langen Armes des Chromosoms 7 (43).  The-
rapiebedürftig sind nur symptomatische Leiomyome, oder solche, die die Fruchtbar-
keit beeinflussen oder schnell wachsen.  Sie können entweder mittels einer Myomek-
tomie enukleiert werden, bei multiplem Vorkommen kann eine Hysterektomie nötig 
werden. Andere Therapieoptionen stellen Leuprolin Acetat oder andere GnRH-
Analoga dar, die eine Größenabnahme der Tumoren bewirken können.   
Neben den „klassischen“ Leiomyomen kann man mehrere Subtypen von Leiomyo-
men unterscheiden. Dazu zählen z.B. das epitheloide, das myxoide, das lipoide und 
das vaskuläre Leiomyom. 
 
1.1.2. Leiomyosarkome des Uterus 
 
Im Gegensatz zum Leiomyom des Uterus betrifft das Leiomyosarkom zumeist Frau-
en nach dem 3. Lebensjahrzehnt mit einem Altersgipfel im Bereich zwischen 50 und 
55 Jahren (48). Ein weiterer Unterschied besteht in der Häufigkeit: Leiomyosarkome 
repräsentieren nur ca. 1% aller malignen Tumoren des Uterus, sind somit eine eher 
seltene Entität. Es existieren weder eine epidemiologische noch genetische Prä-
disposition, noch ein Zusammenhang zu vorhergehenden Schwangerschaften und 
Geburten, ebensowenig besteht eine Assoziation mit vorhergehender Strahlenbe-
lastung des Beckens, Östrogentherapie, Leiomyomen oder bestimmten systemi-
schen Erkrankungen (z.B. sonstige Neoplasien, Hypertonus, Diabetes, o.a.). Klinisch 
präsentiert sich das Leiomyosarkom mit denselben Symptomen wie das Leiomyom 
(siehe oben), diese sind häufig unspezifisch und können auch gänzlich fehlen (27).  Im 
Vergleich zu Leiomyomen sind Leiomyosarkome häufig größer (> 10 cm) und zeigen 
ein geringfügig schnelleres Wachstum. Sie treten zumeist solitär auf und sind am 
häufigsten intramural gelegen, zeigen jedoch nicht selten auch einen Übertritt auf die 
Cervix uteri bzw. ein Miteinbeziehen dieser. Makroskopisch sind Leiomyosarkome 
weiche, gelbliche Tumoren ohne scharfe Begrenzung mit möglicher Invasion des 
umgebenden Gewebes. Oft zeigen sie schon makroskopisch nekrotische oder hä-
morrhagische Areale. Mikroskopisch erkennt man Bündel aus Spindelzellen, die 
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reichlich eosinophiles Zytoplasma enthalten. Die Nuklei sind polymorph, hyperchro-
matisch mit grobem Chromatin und prominenten Nukleoli. Gehäuft kommen außer-
dem Riesenzellen vor, sowie mehrkernige Tumorzellen, Zellatypien und Nekrosen. 
Entscheidendes Kriterium für die Diagnosestellung und Prognose  ist neben dem 
Auftreten von Zellatypien und Nekrosen der Mitoseindex, der im Falle der Leiomyo-
sarkome zumeist mehr als 15 beträgt. Immunhistochemische Analysen zeigen 
eine Reaktion der Leiomyosarkomzellen mit Antikörpern gegen muskelspezifisches 
alpha-Aktin, zum Teil auch gegen Desmin (37). Zytogenetische Untersuchungen 
zeigen eine große Bandbreite an chromosomalen Veränderungen, wie z.B. Deletio-
nen jeweils im langen Arm der Chromosomen 10 und 13 („Loss of Heterozygosity“), 
Insertion im kurzen Arm des Chromosoms 17, sowie diverse Rearrangements (13;43), 
bislang konnte jedoch noch keine für das Leiomyosarkom spezifische  Aberration 
identifiziert werden, die diagnostisch nützlich sein könnte. Das Staging der Leiomyo-
sarkome entspricht dem der Corpuscarcinome in die FIGO-Stadien I-IV, die sich an 
der Ausbreitung des Tumors mit eventuellen Metastasen orientiert (siehe Tab. 1). Die 
Metastasierung erfolgt intraperitoneal auf die umgebenden Gewebe, sowie lympho-
gen und hämatogen (insbesondere in Lunge, Leber, Hirn, Nieren und Knochen). Kei-
ne feste Einteilung besteht in Bezug auf das Grading von Leiomyosarkomen. Prog-
nostische Relevanz scheint zum einen der Mitoseindex zu haben, außerdem die 
Größe des Tumors, Vorhandensein von Nekrosearealen und die vaskuläre Invasion. 
Insgesamt ist das Leiomyosarkom ein höchst maligner Tumor mit schlechten Überle-
bensraten abhängig vom Stadium und den oben genannten prognostischen Kriterien 
(16;30;35). Insgesamt ergibt sich eine 5-Jahres-Überlebensrate von nur 15-20%, bei 
alleiniger Berücksichtigung der Stadien I und II liegt diese bei 40-70%. Therapieopti-
onen bestehen in frühen Tumorstadien bei postmenopausalen Frauen in der totalen 
abdominellen Hysterektomie mit bilateraler Salpingo-Oophorektomie, bei 
prämenopausalen Frauen ist die Notwendigkeit der Entfernung der Ovarien noch 
umstritten, da zum einen kein Hinweis auf eine hormonelle Steuerung des 
Tumorwachstums besteht und zum anderen die Ovarien nur sehr selten Ort von 
Metastasen sind. Umstritten ist auch der Nutzen einer Radiotherapie (16;22;30), 
Chemotherapie (z.B. Doxorubicin) zeigte sich nur in einigen Fällen von 
Metastasierung oder Rückfällen hilfreich (5;53). 
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1.1.3. Glattmuskuläre Tumoren mit unsicherem malignen Potential 
 
Neben den beiden oben beschriebenen Formen gibt es muskuläre Uterustumoren, 
die histologisch sowohl Merkmale eines benignen als auch malignen Tumors aufwei-
sen. Diese bereiten Schwierigkeiten in der Zuordnung zu einem benignen oder ma-
lignen Prozess und daraus resultierend in der Prognoseeinschätzung und therapeuti-
schen Konsequenz. Zur Verbesserung der diagnostischen Kriterien dieser Tumoren 
wurden von Bell et al. (3) anhand eines Patientenguts von 213 betroffenen Frauen 
klinisch-pathologische Merkmale solcher glattmuskulären Tumoren untersucht. Als 
signifikant für eine Prognoseeinschätzung zeigten sich die histologischen Merkmale 
Vorliegen und Grad von Atypien und Koagulationsnekrosen und der Mitoseindex. 
Anhand dieser Kriterien unterteilten die Autoren ihre Patientengruppe in sechs Un-
tergruppen und ordneten diesen eine Wahrscheinlichkeitsgrad eines malignen Ge-
schehens zu. Die Zusammenfassung dieser Ergebnisse zeigt die folgende Tabelle 
(Tab. 2). 
 
FIGO-Stadien  
I  
A 
B 
C 
Beschränkung auf das Corpus uteri 
Beschränkung auf das Endometrium 
Invasion bis zu < ½ des Myometriums 
Invasion bis zu > ½ des Myometriums 
II 
A 
B 
Tumorinfiltration der Cervix 
Beschränkung auf die Cervix-Drüsen 
Invasion des Cervixstromas 
III 
 
A 
 
B 
C 
Tumorinfiltration außerhalb des Uterus, aber innerhalb des 
kleinen Beckens 
Invasion in die Serosa u/o Adnexen u/o positive peritoneale 
Zytologie 
Vaginale Metastasen 
Metastasen der pelvinen u/o paraaortalen Lymphknoten 
IV 
A 
 
B 
 
Tumorinfiltration der Schleimhaut von Harnblase oder Rek-
tum  
Fernmetastasen einschließlich intraabdomineller u/o ingui-
naler Lymphknoten. 
Tab. 1: FIGO-Stadien des Leiomyosarkoms 
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1.1.4. Benignes metastasierendes Leiomyom 
 
Das „benigne metastasierende Leiomyom“ stellt eine Sonderform der glattmuskulä-
ren Uterustumoren dar. Schon der Begriff birgt einen Widerspruch in sich, beschreibt 
damit aber den genauen Sachverhalt dieser Entität: einen histologisch eindeutig be-
nignen Tumor mit klinisch malignem Wachstumsverhalten im Sinne metastatischer 
Absiedelungen im Bereich der Lunge, aber auch im Bereich der Lymphknoten und 
des Abdomens. Ein solcher Tumor wurde das erste Mal beschrieben und benannt 
durch Steiner 1939 (52), der insgesamt 4 Fälle aus der Literatur heranzog und diesen 
einen weiteren hinzufügte. Im Folgenden wurden ungefähr hundert solcher Fälle mit 
zumeist pulmonalen Metastasen beschrieben. Dabei sind jeweils Frauen im Alter 
zwischen  36 und 64 Jahren betroffen, die nach erfolgter Hysterektomie aufgrund von 
Leiomyomen des Uterus bzw. nach erfolgter Myomenukleation in der Mehrzahl durch 
Grup-
pe 
Atypien Koagula-
tions-
nekrose 
Mitose-
index 
Fall-
zahl 
Klinischer Ver-
lauf 
Prognose 
I - - ⇑ 5->20 91 gesund Leiomyom 
II diffus - 0-10 
 
10-20 
> 20 
25 
 
7 
3 
1 Rezidiv, 
sonst gesund 
2 verstorben 
2 verstorben 
Leiomyom 
 
Leiomyosarkom 
Leiomyosarkom 
III diffus + 0-5 
 
5-10 
 
>10 
10 
 
5 
 
18 
4 verstorben,1 
Rezidiv 
1 verstorben, 
1 Rezidiv 
13 verstorben 
Leiomyosarkom 
 
Leiomyosarkom 
 
Leiomyosarkom 
IV* - + 0-10 
 
 
10->20 
 
4 
 
 
4 
3 gesund, 1 
Resterkran-
kung 
1 verstorben, 
1 Rezidiv, 1 
Resterkran-
kung 
eher Leiomyom 
 
 
eher Leiomyo-
sarkom 
V* fokal / 
multifokal 
- variabel 
(0->20) 
4 gesund Leiomyom 
VI fokal / 
multifokal 
+ variabel 0   
Tab. 2: Einteilung der glattmuskulären Uterustumoren mit unsicherem malignen Poten-
tial nach Bell et al. (3) anhand histologischer Kriterien und Zuordnung nach klinischer Rele-
vanz. * Bei kleiner Fallzahl von Autoren nur bedingte Aussage erfolgt. 
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Lungenrundherde auffallen, meist als Zufallsbefund, teilweise im Rahmen einer Ab-
klärung von Dyspnoe oder chronischem Husten. Die histologische Aufarbeitung 
dieser Tumoren zeigt jeweils das Vorliegen gut-differenzierter, benigne erscheinen-
der glatter Muskelzellen mit Fehlen von Mitosefiguren, Anaplasien oder vaskulärer 
Invasion. Der klinische Verlauf ist zumeist nicht bemerkenswert, es können sich 
Dyspnoe und eine restriktive Lungenfunktionsstörung entwickeln bei - wenn über-
haupt - nur sehr langsamer Größenzunahme der Tumoren. Allerdings sind auch ein-
zelne Fälle beschrieben mit einem rasch progressiven Verlauf bis in ein respiratori-
sches oder kardiales Versagen mit anschließendem Tod der Patientin (5;40;52). Kon-
trovers diskutiert wird nach wie vor die Pathogenese dieser Läsionen. Dabei stehen 
sich drei verschiedene Hypothesen gegenüber: (1) Einige Autoren bestreiten die An-
nahme der Benignität und gehen von einem Vorliegen hoch-differenzierter Leiomyo-
sarkome aus mit entsprechendem metastatischen Potential (59), (2) andere favorisie-
ren die These, dass es sich um eine Implantation und Proliferation von benignem 
Leiomyomgewebe handelt im Rahmen einer mikroskopischen oder makroskopischen 
intravenösen Leiomyomatose bzw. durch mechanische Verschleppung nach initialer 
chirurgischer Myomektomie (9), (3) schließlich wird das Vorliegen einer systemischen 
Leiomyomatose diskutiert, die als Folge ein multifokales, dabei jedoch autochthones 
und unabhängiges Auftreten von glattmuskulären Proliferationsherden zeigt, was 
durch hormonale Faktoren (Östrogen und Progesteron) gesteuert wird (11).  
 
 
1.2. Molekulargenetische Grundlagen: Klonalitätsanalyse 
 
1.2.1. Grundlagen 
 
Definitionsgemäß werden Zellen, die durch mitotische Zellteilung aus einer einzigen 
somatischen Vorläuferzelle hervorgegangen sind, als klonale Zellpopulation bezeich-
net (49). Eine Methode zur Analyse der Klonalität von Tumoren besteht in der Unter-
suchung des Inaktivierungsmusters von X-Chromosomen-gekoppelten Genloci bei 
Tumoren weiblicher Patienten.  
Diese Methode basiert auf den folgenden drei Prinzipien, wie sie von Vogelstein 
1985 (57) definiert wurden:  
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(1.) Nur eines der X-Chromosomen in jeder weiblichen Zelle ist aktiv, diese Ak-
tivierung tritt auf zu einem frühen Zeitpunkt der Embryogenese und wird in 
der Folge stabil an alle Nachfahren dieser Zellen weitergegeben (Lyon’sche 
Hypothese / “Lyonisation“ (28;29)).  
(2.) Die Aktivierung der meisten Gene ist begleitet von Veränderungen in der 
Methylierung von Cytosin-Resten der DNA (12;45). 
(3.) Die mütterlichen und väterlichen Kopien der X-Chromosomen können auf 
DNA-Ebene unterschieden werden, z.B. durch das Vorliegen von Gen-
Polymorphismen (wie die Restriktions-Längen-Polymorphismen, „RFLP“) (6). 
 
Der weibliche Zellverband ist also in der Regel ein Mosaik bzw. eine Mischung von 
Zellen, die jeweils zufällig entweder das mütterliche oder väterliche X-Chromosom 
aktiviert enthalten (=“polyklonales Muster“, siehe Prinzip (1.)). Jede  Zelle gibt  ihr 
spezifisches Inaktivierungsmuster jeweils an alle nachkommenden Zellen weiter. 
Monoklonale Tumoren dagegen bestehen aus Zellen, die alle aus einer Ursprungs-
zelle hervorgegangen sind, und in denen somit jeweils immer dasselbe mütterliche 
oder väterliche X-Chromosom inaktiviert vorliegt, wie in ihrer Ursprungszelle (siehe 
Abb. 1).  
Abb. 1: X-Chromosomeninaktivierung  (modifiziert nach Sonja Candidus, „Klonalitäts-
analyse und Mikrodissektion“, 1994) 
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Es konnte nachgewiesen werden, dass diese X-Chromosomen-Inaktivierung mit der 
Methylierung von Cytosinresten in Bereichen sog. „CpG-Islands“ in der DNA der X-
chromosomalen Gene zusammenhängt (siehe Prinzip (2.)). Innerhalb dieser CG-
reichen Regionen wird immer der Cytosinrest methyliert, der 5’ vor dem Guanosinrest 
lokalisiert ist. Diese Inaktivierung wird wahrscheinlich durch ein Inaktivierungszent-
rum des X-Chromosoms gesteuert, das in der Nähe des Centromers des X-
Chromosoms selber gelegen ist (44). Dabei liegt das inaktivierte X-Chromosom me-
thyliert vor, das aktivierte X-Chromosom bleibt unmethyliert. Diesen Unterschied 
kann man nun für die Klonalitätsanalyse auf verschiedene Weise nutzen: Zum einen 
kann die DNA durch methylierungssensitive Restriktionsendonukleasen selektiv 
(nur die nicht-methylierten Abschnitte) geschnitten werden. Inaktivierte (also methy-
lierte) X-Chromosomen können so durch das spezifische Schnittmuster von aktivier-
ten (also unmethylierten) X-Chromosomen unterschieden werden. Mittels PCR-
Analyse (siehe unten, Punkt 1.2.4.) kann im Folgenden dann das nicht-geschnittene 
(also inaktivierte) X-Chromosom amplifiziert und z.B. mittels Gel-Elektrophorese 
sichtbar gemacht werden. Zum anderen können unmethylierte Cytosin-Reste mit Hil-
fe von Bisulfit modifiziert (deaminiert) und dann durch Uracil-Reste ausgetauscht 
werden, wodurch eine geänderte Sequenz entsteht (= Bisulfit-Modifikation). Hierbei 
 
Abb. 2a und b: Schematische Darstellung der Klonalitätsanalyse mittels methylie-
rungs-sensitiver Restriktionsendonukleasen bei heterozygoten Zellen im Vergleich zu 
homozygoten. Nur bei Vorliegen zwei verschiedener Allele erhält man ein aussagekräftiges 
Ergebnis, während bei einer homozygoten Zelle kein Unterschied in dem PCR-Produkt mit 
und ohne Verdau erkennbar ist. (modifiziert nach Sonja Candidus, „Klonalitätsanalyse und 
Mikrodissektion“, 1994) 
2a
2b
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können in der im Anschluss an die Modifikation durchgeführten PCR spezifische Pri-
mer verwendet werden, die auf Grundlage der chemisch induzierten Unterschiede 
ausgewählt werden.  Um ein aussagekräftiges Ergebnis für beide Methoden zu erhal-
ten, muss jedoch noch eine weitere Voraussetzung erfüllt sein. Die untersuchte Pati-
entin muss heterozygot sein für den eingesetzten X-gekoppelten Polymorphismus, 
d.h. der zu untersuchende maternale und der paternale Genabschnitt des X-
Chromosoms liegt in zwei verschiedenen Allelen vor (Abb. 2 a und b). 
X-Chromosomen-gekoppelte Genpolymorphismen liegen z.B. im Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase-Gen und im Phosphoglyceratkinase-Gen (58). Die Hetero-
zygotierate an diesen Loci beträgt jedoch nur 20-40%. Eine deutlich höhere Hetero-
zygotierate findet sich z.B. im Monoaminoxidase A- („MAOA“, 75%) und im Andro-
genrezeptor-Gen („AR“ / „HUMARA“, 90%).  
 
1.2.2. Struktur des Humanen Androgenrezeptor-Gens (HUMARA- / AR-Gen) und 
des Monoaminooxidase A-Gens (MAOA-Gen) 
 
Das Humane Androgenrezeptor-Gen (HUMARA- / AR-Gen) liegt auf dem X-
Chromosom in der Nähe des Centromers in der Region zwischen Xq13 und Xp11 
(33). Die Länge des Gens beträgt 90 kb, es enthält acht Exons, wobei insgesamt drei 
funktionelle Domänen unterschieden werden können (26). Im Exon 1 befinden sich 
sowohl methylierungsspezifische cytosinreiche Regionen (sog. „CpG-Islands“), als 
auch eine polymorphe Region, die aus multiplen Wiederholungen von CAG-
Trinukleotiden besteht (1;10;36). 
Das Monoaminooxidase A-Gen (MAOA-Gen) liegt in der Region Xp21-p11 (36) des X-
Chromosoms. Es codiert für das in der äußeren Mitochondrienmembran gelegene 
Enzym Monoaminooxidase A, das den Abbau biogener Amine wie Serotonin und 
Katecholaminen vor allem im ZNS, aber auch peripher katalysiert. Das Gen ist ca. 60 
kb lang und enthält 15 Exons. Das Exon 1 enthält sowohl eine cytosinreiche Region 
(CpG-Islands) als auch eine polymorphe GT-dinukleotidreiche Region. Eine zweite 
polymorphe Region konnte in der Nähe des 2. Exons identifiziert werden. Diese be-
steht aus einem 23 bp umfassenden Bereich aus folgender Nukleotidfolge: 
GAACT(GT)2T2(AT)6 (18;20;52). Diese zweite Region spielt jedoch für den im folgenden 
dargestellten Assay keine Rolle. Eine vereinfachte Darstellung der Strukturen beider 
Genloci zeigt die folgende Abbildung (Abb. 3).  
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Beide Genloci eignen sich für die Klonalitätsanalyse, da die Bereiche, die die poly-
morphen Sequenzen enthalten, jeweils in enger Nachbarschaft mit den CpG-Islands 
liegen und außerdem die CpG-Islands Schnittstellen für methylierungssensitive 
Restriktionsendonukleasen (wie z.B. für Hpa II) bieten.  
 
 
 
1.2.3. Schneiden der DNA mittels Restriktionsendonukleasen 
 
Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen ist es möglich, DNA in Fragmente zu 
schneiden. Sie binden an die doppelsträngige DNA und schneiden diese an spezifi-
schen Stellen innerhalb oder nahe benachbart zu einer bestimmten Erkennungsse-
quenz. Es werden drei verschiedene Typen unterschieden: Typ I-Enzyme binden an 
die Erkennungssequenz, schneiden jedoch die DNA zufällig, wenn sie sich in ihre 
Ausgangsposition zurückdreht und erneut auf das Enzym trifft. Typ III-Enzyme 
schneiden die DNA an ihrer Erkennungssequenz, lösen sich dann jedoch direkt wie-
der vom Strang. Interessant in Bezug auf die Klonalitätsanalyse sind nun jedoch die 
Typ II-Enzyme, die binäre Systeme darstellen. Sie bestehen zum einen aus der 
Restriktionsendonuklease, die spezifisch an Nukleotidsequenzen bindet, zum ande-
ren aus einer separaten Methylase, die diese Nukleotidsequenz modifiziert. Die 
 
Abb. 3: Struktur des MAOA- und des HUMARA- / AR-Genlocus (übernommen aus  Peng 
et al. (39), „STR“ = „Short Tandem Repeat“ = polymorphe Region) 
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meisten dieser Typ II-Enzyme erkennen Sequenzen, die aus nur wenigen Nukleoti-
den bestehen (4-6 Nukleotide) und schneiden symmetrisch beide Stränge der DNA. 
Im Rahmen der hier durchgeführten Klonalitätsanalyse wurden die beiden folgenden 
Restriktionsendonukleasen verwendet: Msp I (aus Acinetobacter lwoffii) und das Iso-
schizomer Hpa II (aus Haemophilus influenzae). Diese erkennen die auf beiden 
DNA-Strängen symmetrisch vorliegende Sequenz C/CGG („/“ bedeutet, dass zwi-
schen den beiden Cyosinresten geschnitten wird) und erzeugen Fragmente mit 5‘-
kohäsiven Enden (siehe Abb. 4). Hpa II ist empfindlich gegenüber Methylierung an 
beiden Cytosinresten, während Msp I nur empfindlich ist gegenüber Methylierung am 
5‘-Cytosin-Rest, d.h. Hpa II spaltet die Sequenz 5’-CCGG-3’, nicht jedoch die Se-
quenzen 5’-mCCGG-3’ oder 5’-CmCGG-3’, Msp I schneidet dagegen die Sequenz 5’-
CmCGG-3’, aber ebenso nicht die Sequenz 5’-mCCGG-3’. Da bei der X-
Chromosomen-Inaktivierung immer derjenige Cytosinrest methyliert vorliegt, der 5’ 
von dem Guanosinrest lokalisiert ist, und damit folgende Sequenz vorliegt: 5’-
CmCGG-3’, wird diese Sequenz nicht durch das Enzym Hpa II geschnitten, jedoch 
durch das Enzym Msp I. Somit kann durch Hpa II zwischen aktivierten und inaktivier-
ten X-Chromosomen unterschieden werden. Das Schneiden mit dem Enzym Msp I 
kann als Negativ-Kontrolle gesehen werden, da es die gesamte DNA schneidet und 
somit kein PCR-Produkt erwartet werden kann. 
 
 
Abb. 4: Darstellung der Schnittstellen von Hpa II und Msp I am Beispiel eines Abschnit-
tes des HUMARA-Locus vor und nach Schneiden der DNA (Methylierung wird hierbei nicht 
berücksichtigt). 
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1.2.4. Bisulfit-Modifikation  
 
Mit Hilfe von Bisulfit können unmethylierte Cytosin-Reste zu Uracil deaminiert wer-
den. Dadurch entsteht eine neue DNA-Sequenz in diesem Abschnitt. Methylierte Cy-
tosin-Reste der DNA können demgegenüber nicht modifiziert werden, bleiben somit 
in ihrer Basenfolge unbeeinflusst. In der Übertragung auf die X-Chromosomen der 
weiblichen Zellen bedeutet dies, dass jeweils das aktivierte (also unmethylierte) X-
Chromosom in seiner Sequenz verändert wird, während das inaktivierte (also methy-
lierte) die ursprüngliche Sequenz behält. In der PCR-Amplifikation (Prinzip siehe 
1.2.5.) unmethylierter und methylierter DNA nach Modifikation können spezifische 
Primer verwendet werden, die auf Grundlage der chemisch induzierten Unterschiede 
ausgewählt werden (Uracil hybridisiert nicht mit Guanosin wie Cytosin, sondern mit 
Adenosin). Somit kann selektiv entweder das aktivierte oder das inaktivierte X-
Chromosom amplifiziert werden (Abb. 5a und b).  
 
 
1.2.5. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion („polymerase chain reaction“ = PCR) ist eine 
Methode, um bestimmte DNA-Abschnitte so oft zu vervielfältigen, dass sie mit 
 
Abb. 5a und b: Schematische Darstellung des Prinzips der Bisulfit-Methode am Bei-
spiel von unmethylierter DNA (Abb. 5a) bzw. methylierter DNA (Abb. 5b). 
5b 5a 
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herkömmlichen Nachweismethoden (z.B. Gel-Elektrophorese) detektierbar sind. Sie 
läuft in Zyklen mit jeweils drei Abschnitten ab (1. Denaturierung, 2. Primer-Annealing, 
3. Extension), vor dem ersten Zyklus wird einmalig eine sog. „Anfangsdenaturierung“ 
durchgeführt, nach dem letzten Zyklus eine sog. „Abschlussextension“. Das Prinzip 
der PCR orientiert sich an dem natürlichen Vorgang der DNA-Replikation. Während 
des Denaturierungsschrittes wird die DNA durch Erhitzen in ihre komplementären 
Einzelstränge aufgetrennt. Daraufhin können sich im zweiten Schritt bei geringerer 
Temperatur die für die Polymerase notwendigen Start-Sequenzen (Primer) an den 
jeweiligen Einzelstrang anlagern. Dieses sind Oligonukleotide aus zumeist 20 Basen. 
Sie werden paarweise eingesetzt, wobei ein Primer zum 3‘-Ende des Sinnstrangs 
komplementär ist („reverse primer“) und der andere zum 3‘-Ende des Gegenstrangs 
(„forward primer“). Der Abstand der beiden Primer wird durch die Länge der zu 
amplifizierenden Sequenz definiert. Während des Extensionsschrittes werden mit 
Hilfe einer Polymerase ausgehend von den Primer-Sequenzen jeweils 
komplementäre DNA-Stränge synthetisiert. Die Polymerase wird aus dem Bakterium 
Thermus aquaticus isoliert  (sog. „Taq-Polymerase“) und ist hitzestabil. Die zur DNA-
Synthese notwendigen Nukleotide müssen dem PCR-Ansatz zugefügt werden. Dazu 
dienen die synthetisch hergestellten Desoxynukleotide dATP, dTTP, dGTP und 
dCTP. Nach diesem Schritt wiederholen sich die Teilschritte bis zum Erreichen der 
gewünschten Zykluszahl. Eine der wichtigsten Voraussetzungen für das 
Funktionieren der PCR ist die Schaffung optimaler Umgebungsbedingungen. Zum 
einen muss für jeden Schritt der PCR die jeweils richtige Temperatur vorliegen, die 
einzelnen Schritte außerdem in definierten Zeiträumen ablaufen. Desweiteren muss 
von den benötigten zuzufügenden Stoffen (Primer, Polymerase, Nukleotide) jeweils 
eine ausreichende Menge im Verhältnis zu der eingesetzten Ausgangs-DNA 
(„Template“) vorhanden sein. Zur Vermeidung von unspezifischen Anlagerungen 
bzw. Reaktionen darf eine gewisse Menge davon jedoch auch nicht überschritten 
werden. Schließlich muss eine Puffer-Substanz bestehend aus Kaliumchlorid, Tris-
HCl (pH 8,3), Triton und Magnesiumchlorid hinzugefügt werden, um einen 
reibungslosen Ablauf der PCR zu gewährleisten. Die einzelnen Schritte der PCR sind 
in der folgenden Abbildung (Abb. 6) dargestellt. Die PCR kann auch als „Nested-
PCR“ durchgeführt werden, d.h. man wählt zwei ineinander geschachtelte 
Primerpaare. Das erste umfasst einen größeren Abschnitt, das zweite umfasst einen 
darin liegenden kleineren Abschnitt, in dem nur noch die zu amplifizierende Sequenz 
Einleitung 
 
14 
enthalten ist. Dies wird nötig, wenn wenig Ausgangsmaterial vorhanden ist und die 
Zyklenzahl erhöht werden soll, ohne unspezifische Nebenprodukte zu erhalten. Als 
„Semi-Nested“ bezeichnet man die PCR, wenn einer der beiden Primer für beide 
PCR-Schritte eingesetzt wird. 
 
 
1.3. Zielsetzung der Arbeit 
 
Die Klonalitätsanalyse mit Hilfe des humanen Androgenrezeptor-Gens ist schon viel-
fach in der Literatur beschrieben und etabliert. Das Ziel dieser Arbeit beinhaltete nun 
Abb. 6: Prinzip der PCR (modifiziert nach Koolman / Röhm „Taschenatlas der Biochemie“ 
1998) 
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als ersten Schritt die Etablierung der Klonalitätsanalyse mit Hilfe des MAOA-Assays 
an Frischgewebsmaterial von Leiomyomen des Uterus. Bei der Übertragung dieser 
Methode auf fixiertes Material stellte sich das Problem der starken Degradation der 
DNA durch die Formalinfixierung und Einbettung. Deshalb wurden zusätzlich alterna-
tive Methoden in die Analyse einbezogen, um auch dieses fixierte Material einer Klo-
nalitätsanalyse zugänglich zu machen (z.B. Bisulfitmethode /  methylierungsspezifi-
sche PCR, HUMARA-PCR). Als nächster Schritt wurde die Klonalitätsanalyse einge-
setzt zur näheren Klärung der Pathogenese des benignen metastasierenden Leio-
myoms am Beispiel einer Patientin, bei der sich nach erfolgter Hysterektomie auf-
grund multipler Leiomyome Rundherde der Lunge bildeten, die sich im histologischen 
Präparat als benigne Leiomyome zeigten und somit der oben erwähnten Entität zu-
zuordnen sind. Ziel war es dabei, einen Beweis der Hypothese eines gemeinsamen 
klonalen Ursprungs der Leiomyomzellen des Uterus und der Lunge zu erbringen, und 
damit die Hypothese des multifokalen Ursprungs im Sinne einer polyklonalen Hy-
perplasie als Folge hormonaler Stimulation, wie sie von einigen Autoren favorisiert 
wird, zu widerlegen.  
 
 
 2. Material und Methoden 
 
 
2.1. Material 
 
2.1.1. Probenmaterial 
 
1. Frischgewebsproben aus Leiomyomen (“L”) des Uterus von 20 Patientinnen (be-
zeichnet als 1.L bis 20.L), die bei vorliegendem Uterus myomatosus entweder 
hysterektomiert wurden oder bei denen ein einzelnes Leiomyom enukleiert wurde; 
von 10 Patientinnen liegt je eine Leiomyomprobe vor, von den anderen Patien-
tinnnen jeweils 2-5 Proben einzelner Myomknoten. 
2. Frischgewebsproben aus zugehörigem normalen Myometrium (“M”) der Patien-
tinnen 3, 5-6, 8, 10-11, 13-14, 16 und 20, bzw. einmalig eine Blutprobe („B“) der 
Patientin 4 als Referenzproben. 
3. Frischgewebsproben (A-D) und fixierte Proben (A’ und C’-D’) aus Leiomyomen 
der Lunge einer Patientin mit der Diagnose eines benignen metastasierenden 
Leiomyoms („BML“, Patientenbeschreibung siehe 2.1.2) zu den fixierten Proben 
von Leiomyomen (L’1-4), Myometrium (M’1-3) des Uterus und Normalgewebe eines 
Ovars (Ov’) derselben Patientin  
4. DNA-Material aus Zellkulturen: Cervixcarcinomzelllinien SiHa (ATCC HTB-35) 
und CaSki  (ATCC CRL-1550)  und Endothelzelllinie Endo2 5d. 
 
Die Frischgewebs- und fixierten Proben (1.-3.) entstammen dem Kontingent der Rou-
tineanalysen des Pathologischen Institutes der Rheinisch-Westfälisch Technischen 
Hochschule Aachen. Die Zellkulturen wurden bezogen von ATCC. 
 
 
2.1.2. Klinische Daten der Patientin mit BML (siehe 2.1.1,  3.) 
 
Die oben genannte Patientin (Para 0, Gravida 0) unterzog sich im Alter von 42 Jah-
ren einer Hysterektomie aufgrund von multiplen uterinen Tumoren. Es wurden multip-
le, gut abgrenzbare Knoten mit einem größten Durchmesser von 6 cm innerhalb des 
Myometrium gefunden ohne Ausdehnung außerhalb des Uterus, Hämorrhagien oder 
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Nekrosen. In der mikroskopischen Analyse zeigten sich benigne erscheinende glatt-
muskuläre Tumoren ohne Zellatypien, ohne erhöhten Mitoseindex (MI < 1 Mitosen / 
10 HPF), ohne Koagulationsnekrosen oder vaskuläre Infiltration (siehe Abb. 7a).  
Vier Jahre nach der Hysterektomie entwickelte die Patientin multiple, disseminierte, 
bis zu 2 cm große Tumoren in allen Lungenfeldern. Drei Knoten wurden entfernt und 
histologisch charakterisiert als benigne erscheinende, knotige Proliferation von glat-
ten Muskelzellen (MI < 1 Mitosen / 10 HPF) (siehe Abb. 7b und c).  
Die immunhistochemische Differenzierung dieses glattmuskulären Tumorgewebes 
zeigte eine starke Reaktion auf das Östrogen- und Progesteron-Rezeptor-Antigen 
(siehe Abb. 8a und b). In der klinischen Untersuchung und mittels Computertomo-
graphie konnten keine weiteren Tumoren lokalisiert werden, insbesondere nicht im 
Bereich des Retroperitoneums, der großen Gefäße und Extremitäten.  
Nach einer Therapie mit Gonadotropin-Releasing-Hormon-Agonisten konnte eine 
komplette Tumorregression beobachtet werden. Die Patientin ist zwei Jahre nach 
Entfernung der Lungenknoten frei von Rezidiven.  
 
Abb.8 a und b: Immunhistochemische Darstellung der Progesteron- (8a) und Östro-
gen-Rezeptoren (8b) der Lungentumoren der Patientin, jeweils 400x vergrößert 
Abb.7 a-c: Histologische Schnittbilder von Tumoren des Uterus (7a) und der Lunge 
(7b und c) der Patientin  im Vergleich. HE-Färbung. 7a und b jeweils 100x Vergrößerung, 
7c: Übersichtsvergrößerung (50x) mit angrenzendem Lungengewebe.. 
 
8b 8a 
7b 
7c 
7a 
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2.1.3. Verwendete Substanzen / Lösungen / Puffer 
 
Soweit nicht anders bezeichnet, wurden die im Folgenden genannten Substanzen 
von den Firmen Merck (Lohmar) und Sigma bezogen. 
 
2.1.3.1. DNA-Extraktion und Reinigung 
¾ QIAamp-Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
¾ Proteinase K 20 µg/µl 
¾ Ethanol (70-100 %) 
¾ RNase  
¾ TE-Puffer (= 0,3723 g EDTA-Na-Salz (1 mM) mit 1,2112 g Tris (10 mM) in 100 
ml a.d., pH 8,0) 
¾ PCI-Lösung: Mischung aus Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol im Verhält-
nis 25:24:1 
¾ CI-Lösung: Mischung aus Chloroform und Isoamylalkohol im Verhältnis 24:1 
¾ 3 M Natrium-Acetat  
¾ Extraktionspuffer zur DNA-Extraktion aus Zellkulturen (10 mM Tris/HCl mit 
0,1 M EDTA-Na2 bei pH 8,0 und 0,5% Sulfat-dodecyl-Sodium=SDS) 
¾ Trypsin 10% (Firma Gibco) 
¾ Bovines Serumalbumin (BSA) 
 
2.1.3.2. Restriktionsverdau 
¾ Restriktionsendonukleasen (Firma Roche): 
• Msp I (aus Acinetobacter lwoffii) 10 U/µl 
• Hpa II (aus Haemophilus influenzae) 10 U/µl 
¾ Puffer L (Firma Roche): 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2 und 1 mM Dithioerythrit 
bei pH 7,5 
 
2.1.3.3. PCR  
¾ PCR-Nukleotide (Firma Roche) 
• dATP, dGTP, dCTP, dTTP, jeweils als 100 mM Lösung in Wasser, Stamm-
lösung für die PCR zusammengesetzt aus jeweils 10 µl jeder Base in 60µl 
a.d., d.h. Konzentration einer jeder Base entspricht 10 mmol/l 
¾ PCR-Reaktionspuffer (10xKonz., Firma Roche) 
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• 100 mM Tris-HCl 
• 15 mM MgCl2 
• 500 mM KCl 
¾ Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl, Firma Roche) 
¾ Primer (Firma MWG Biotech, Ebersberg) mit einer Konzentration der Stammlö-
sungen von je 100 mmol/l: Tabellen a) - c) Basensequenzen der verwendeten 
Primer:  
a) HUMARA-PCR 
Name Oligonukleotidsequenz 
HUMARA 1 5'-GCT GTG AAG GTT GCT GTT CCT CAT- 3' 
HUMARA 2 5'-TCC AGA ATC TGT TCC AGA GCG TGG-3' 
 
b) MAOA-PCR 
Name Oligonukleotidsequenz 
MAOA 1 5’–ACA TTC TAA ACC TAA TAA CTC–3’ 
MAOA 2 5’–CAA TAA ATG TCC TAC ACC TT–3’ 
MAOA 3 5’–GGT AGA CTC CTT TAA GAA AAG GTT AAA A–3’ 
 
 c) HUMARA-PCR (Bisulfit-Methode) 
Name Oligonukleotidsequenz 
HUMARA W 5’-GCC GCG AGC GCA GCA CCT CCC GGC G-3’ 
HUMARA U 5’-ACC ACA AAC ACA ACA CCT CCC AAC A-3’ 
HUMARA M 5’-ACC GCG AAC GCA ACA CCT CCC GAC G-3’ 
HUMARA 1 5'-GCT GTG AAG GTT GCT GTT CCT CAT- 3' 
 
¾ Aqua destillata („a.d.“), zweifach autoklaviert 
¾ Bisulfit-Modifikation: CpGenome DNA-Modification Kit (Firma Oncor Appligene, 
Heidelberg) mit den Modifikationsreagenzien I-IV 
¾ Beta-Mercaptoethanol  
¾ 3 M NaOH-Stammlösung aus 1 g NaOH-Plätzchen in 8,3 ml a.d. 
¾ 20 mM NaOH/90% Ethanol:  
• 900 µl 100%-Ethanol  
• 93,4 µl a.d. 
• 6,6 µl 3 M NaOH 
Material und Methoden 
 
20 
 
2.1.3.4. Agarose- und Polyacrylamid-Gelektrophorese 
¾ Elektrophoreselaufpuffer:    
• 1 x TBE-Puffer mit 0,15 µg/ml Ethidiumbromid: 
- 1 x TBE-Puffer: 1:10 Verdünnung mit a.d. aus 10 x TBE-Puffer 
- 10 x TBE-Puffer: 900 mM TRIS, 900 mM Borsäure, 10 mM EDTA 
- Ethidiumbromid-Stammlösung (1 mg/ml) 
¾ Agarose-Elektrophoresegel: 
• Seakem LE-Agarose (Biozym, Oldendorf) 
• MetaPhor Agarose (Biozym, Oldendorf) für 4%-Agarosegele 
• 1 x TBE (s.o.) 
• 150 µl/l Ethidiumbromidstammlösung 
¾ Polyacrylamid-Elektrophoresegel: 
• Serdogel SSCP, zweifach konzentriert (Firma Serva, Heidelberg)  
• 1 x TBE (s.o.)  
• APS: 1 g Ammoniumperoxodisulfat in 10 ml a.d. (Firma Serva, Heidelberg). 
• TEMED: Tetramethylethylendiamin 
• a.d., zweifach autoklaviert 
• 150 µl/l Ethidiumbromid-Stammlösung 
¾ Auftragspuffer:    
• 0,25 % Bromphenolblau 
• 0,25 % Xylencyanol FF (Firma Roth, Karlsruhe) 
• 15 % Ficoll 
¾ Längenstandards: 
• Marker pUC 19 DNA/MspI (MBI Fermentas, Wilna, Litauen).  Durch Schnei-
den des Plasmids pUC 19 mit MspI entstehen 13 Fragmente in folgenden 
Größen (in Basenpaaren) :  501, 489, 404, 331, 242, 190, 147, 111, 110, 67, 
34, 34, 26. 
• Marker Lambda DNA/Eco130I/MluI (MBI Fermentas, Wilna, Litauen). Der 
Marker enthält die folgenden 19 Fragmente (in Basenpaaren) : 26282, 
19329, 9824, 7743, 6223, 5090, 4254, 3472, 2690, 2419, 2205, 1882, 1489, 
1268, 956, 925, 458, 421, 74. 
 
Material und Methoden 
 
 21
2.2. Methoden 
 
2.2.1. Verfahren der Sterilisation 
 
¾ Folgende Materialien wurden im Autoklaven sterilisiert : 
• 1,5 ml Eppendorfgefäße 
• PCR – Tubes 
• Pipettenspitzen 
• a.d., zweifach  
¾ Angewandte Bedingungen :  30 min bei 121°C  bei  1 bar Überdruck. 
 
2.2.2.  DNA-Extraktion und Reinigung 
 
Zur DNA-Extraktion aus Frischgewebe und Paraffinschnitten wurde das “QIAamp 
Tissue Kit” verwendet und die Proben nach den entsprechenden Protokollen verar-
beitet, die Isolierung aus Zellkulturen erfolgte mit eigenen Lösungen / Puffern und 
Protokollen. 
 
2.2.2.1. Frischgewebsproben 
Eine Probe von wenigen Gramm des zu verarbeitenden Gewebes wurde zunächst 
nach Zerkleinerung mit einem sterilen Einmalskalpell (FEATHER, Japan) mit 160 µl 
auf 55°C vorgewärmtem ATL-Puffer (Gewebslysepuffer) in einem 1,5 ml Eppendorf-
gefäß versetzt. Nach Zugabe von 40 µl Proteinase K (20 µg/µl) und Mischen erfolgte 
die Inkubation dieser Proben bei 55°C auf dem Schüttler (Thermomixer compact Ep-
pendorf), bis sich das Gewebe verflüssigt hatte (ca. 15-20 Stunden). 
Der verflüssigten Probe wurde nun 200 µl AL-Puffer (Lysepuffer) zugegeben, darauf-
hin diese 10 Minuten (min) bei 70°C inkubiert und nachfolgend mit 210 µl Ethanol 
(100%) gemischt. Diese Probe wurde in ein vorbereitetes QIAamp spin column pipet-
tiert, 1 min bei 8000 U/min zentrifugiert (Zentrifuge Eppendorf) und das Filtrat verwor-
fen. Der verbliebene Rest wurde zweimal mit je 500 µl AW-Puffer (Waschpuffer) ge-
waschen und nachfolgend zentrifugiert. Nach dem zweiten Wasch- und Zentrifugati-
onsvorgang erfolgte zweiminütiges Zentrifugieren bei 14000 U/min. Anschließend 
wurde das QIAamp spin column in ein sauberes Eppendorfgefäß gesetzt, 200 µl 
70°C heißes a.d. hinzugegeben, nochmals 10 min bei 70°C inkubiert und schließlich 
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1 min bei 8000 U/min zentrifugiert. Diese so eluierte DNA wurde zu einem Teil direkt 
weiterverarbeitet, der verbliebene Rest bei –20°C tiefgefroren. 
 
2.2.2.2. Fixierte Gewebeschnitte 
Drei bis fünf 10 µm dicke Schnitte der zu verarbeitenden Blöcke wurden in 1,5 ml 
Eppendorfgefäße gegeben, 5 min mit 1 ml Xylol inkubiert, gemischt und daraufhin 
5 min bei 14000 U/min zentrifugiert. Danach erfolgte ein zweimaliger Waschvorgang 
mit je 1 ml 100%igem Ethanol (5 min inkubieren, mischen, 5 min zentrifugieren bei 
14000 U/min, Abpipettieren des Überstandes). Bis zum vollständigen Verdunsten 
wurden die Eppendorfgefäße offen bei 37°C mindestens 15 min stehen gelassen. 
Die folgenden Schritte der DNA-Isolierung aus Paraffinschnitten entsprachen denen 
der Isolierung aus Frischgewebsproben angefangen bei der Zugabe des AL-Puffers. 
Unterschiede bestanden allerdings zum einen in der Menge des AL-Puffers (180 µl 
anstelle 160) und der Proteinase K (20 µl anstelle 40 µl), zum anderen wurde nach 
der Reinigung mit AW-Puffer anstelle des 70°C heißen a.d. hier 70°C heißer AE-
Puffer (Elutionspuffer) verwendet.  
 
 
2.2.2.3. Zellkulturen 
Die Kulturflasche wurde zunächst  trypsiniert, d.h. es wurden zu der Kulturflasche 
15 Tropfen eines 1:1-Gemisches aus 10%igem Trypsin und Bovinem Serumalbumin 
gegeben. Anschließend erfolgte eine Inkubation über 2 min bei 37°C. Nach mikro-
skopischer Kontrolle der erfolgten Trypsinierung (abgekugelte Zellen sichtbar) wurde 
5 mg serumfreies Medium zugefügt zum Abspülen der Zellen vom Boden. Dieses 
Gemisch aus Zellen und Medium wurde in ein steriles Röhrchen überführt und dieses 
8 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Das sich nun als Überstand zeigende Medium 
wurde abgesaugt, die als Pellet abgesetzten Zellen im Röhrchen belassen und wei-
terverarbeitet. Nach Abschätzen des Zellvolumens erfolgte die langsame  Zugabe 
der 20-fachen Menge an Extraktionspuffer. Daraufhin wurden 20 µg/ml RNase hin-
zugegeben und das Röhrchen eine Stunde bei 37°C auf dem Schüttler inkubiert. An-
schließend erfolgte das Zumischen von 100 µg/ml Proteinase K, um dann diese Pro-
be über Nacht bei 37°C nochmals auf einem Schüttler zu inkubieren. Wenn diese 
Lösung klar erschien, konnte sie mit einem Volumen PCI-Lösung 10 min gemischt 
und anschließend 5 min bei maximaler Umdrehung zentrifugiert werden. Der ent-
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standene Überstand wurde abpipettiert und weiterverarbeitet. Nach viermaliger Wie-
derholung dieses Waschvorganges mit PCI wurde der Überstand nochmals mindes-
tens zweimal mit CI-Lösung gewaschen, bis dieser nicht mehr rot war. Als nächster 
Schritt folgte die DNA-Fällung mit 0,1 Volumen 3 M Na-Acetat und 2,5 Volumen ab-
solutem Ethanol (auf –20°C gekühlt). Das Gemisch wurde bei –20°C kalt gestellt und 
anschließend geschwenkt bis die DNA zu sehen war, die dann mit Hilfe einer gebo-
genen Pipette herausgefischt, in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß gegeben und getrocknet 
werden konnte (mindestens 15 min). Die so erhaltene DNA wurde in mindestens 300 
µl 1x TE-Puffer resuspendiert und über Nacht bei 37°C auf dem Schüttler inkubiert.  
 
2.2.2.4.  DNA-Aufreinigung 
Zur Verbesserung der Qualität der DNA aus Frischgewebe und fixiertem Gewebe 
wurde diese zum Teil durch PCI-Extraktion aufgereinigt. Hierbei erfolgten zunächst 
zwei Waschschritte mit dem einfachen Volumen PCI-Lösung, anschließend ein bis 
zwei Waschschritte mit CI-Lösung, um dann die Fällung mit dem 0,1-fachen Volumen 
3 M Natrium-Acetat und dem zweifachen Volumen absoluten Ethanols (-20°C) mit 
mindestens 30-minütiger Kühlung bei –20°C durchzuführen. Die gefällte Lösung 
wurde daraufhin 20 min bei 13000 U/min zentrifugiert, der Überstand verworfen und 
das verbliebene Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. Anschließend erfolgten ein 
nochmaliger Zentrifugierschritt (20 min bei 13000 U/min), Verwerfen des Überstan-
des und Trocknen des Pellets. Dieses wurde danach in TE-Puffer resuspendiert. 
Von der durch diese Methoden isolierten DNA wurden jeweils 10 µl mit 2,5 µl 
6x Auftragspuffer für eine Gel-Elektrophorese zur qualitativen und quantitativen Beur-
teilung der DNA auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen (Einzelheiten zur Gele-
lektrophorese siehe dort). Als Marker für die quantitative Abschätzung wurde 
λ-DNA / Eco130l eingesetzt. Außerdem erfolgte eine photometrische Bestimmung 
der jeweiligen DNA-Konzentrationen (Photometer Ultrospect 3000, Firma Pharmacia 
Biotec). Dazu wurde die DNA in einer Verdünnung von 1:10 bei einer Wellenlänge 
260 nm gemessen, als Referenzwert diente die Messung mit a.d.. Bei doppelsträngi-
ger DNA, die bei dieser Messung vorlag, entspricht eine OD (= optische Dichte) von 
1,0 bei der Wellenlänge von 260 nm einer Konzentration von 50 µg/ml DNA. Die er-
haltenen Werte wurden entsprechend diesen Faktors und der vorliegenden Verdün-
nung umgerechnet zur Erlangung der tatsächlichen Konzentration. Als Maß für die 
Reinheit der DNA diente die Bestimmung des Quotienten aus der gemessenen OD 
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bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm. Ziel war ein Quotient im Bereich von 
1,8-2,0. 
 
2.2.3.  Restriktionsverdau der DNA 
 
Für den Restriktionsverdau der DNA wurden die Restriktionsendonukleasen Msp I 
und Hpa II verwendet. Das Prinzip dieser Endonukleasen wurde im Einleitungsteil 
bereits erläutert (Kapitel 1.2.3.). Die Restriktionsendonukleasen wurden für den je-
weiligen Ansatz in einer Konzentration von 1 U/µl verwendet, zusätzlich zu Reakti-
onspuffer L in einfacher Konzentration und der für die darauf folgende PCR  und A-
garosegel notwendigen DNA-Menge. Anschließend erfolgte über Nacht die Inkubati-
on auf dem Schüttler bei 37 °C. 10 µl jedes Ansatzes wurde auf ein 1%iges Agaro-
segel aufgetragen (mit 2,5 µl 6x Auftragspuffer, λ-DNA als Marker), die verbliebene 
Menge für den PCR-Ansatz verwendet. 
 
2.2.4. PCR (“Polymerase-Chain-Reaction”) 
 
Zur Einstellung optimaler PCR-Bedingungen und zum Auffinden der geeigneten Pri-
mer galten die  Ausführungen von Peng et al. (39) als Orientierungshilfe, die sowohl 
einen Ansatz für den HUMARA- als auch den MAOA-Assay beschrieben.  Mit Hilfe 
der Zellinien CaSki und SiHa, die für beide Genloci heterozygot waren, wurden die 
dort genannten Bedingungen für die hier durchgeführte Klonalitätsanalyse zur Opti-
mierung modifiziert. Die Durchführung der PCR erfolgte mit dem Gerät Hybaid der 
Firma Omni Gene, Heidelberg. 
 
2.2.4.1. Humara-PCR 
Diese PCR wurde als “single-PCR” in einem Arbeitsschritt durchgeführt. Die verwen-
deten Primerpaare amplifizieren einen Genabschnitt von 230-330 Basenpaaren 
(„bp“) Länge, der sowohl die CAG-Region als auch die CpG-Islands enthält. Es wur-
de ein Ansatz von 50 µl verwendet, der sich wie folgt zusammensetzte: 
 
 
 
 
Material und Methoden 
 
 25
 
Template 1-2 µl (entsprechen 60-400 µg DNA/ml Lösung) 
dNTP 1 µl der Stammlösung 
Forward Primer 1 µl der Stammlösung des Primers HUMARA 2 
Reverse Primer 1 µl der Stammlösung des Primers HUMARA 1 
PCR-Puffer 5 µl der Stammlösung 
 
Die Reaktionsgemische wurden in 1,5 ml PCR-Tubes angesetzt unter einer mit UV-
Licht ausgestatteten PCR-Haube (Clene Cab, Herolab) zur Vermeidung von Konta-
minationen, zusätzlich zu den zu untersuchenden Proben wurde als Negativkontrolle 
jeweils immer ein Ansatz ohne DNA verarbeitet. Die PCR wurde unter folgenden Be-
dingungen durchgeführt: 
 
Anfangsdenaturierung 95°C 5 min 
Denaturierung 95°C 1 min 
Annealing 60°C 2 min 
Extension 72°C 1,5 min 
Abschlussextension  72°C 8,5 min 
 
Die Zykluszahl betrug dabei 30. 
 
2.2.4.2. MAOA-PCR 
Die MAOA-PCR wurde in Form einer sog. “Semi-Nested-PCR” durchgeführt (siehe 
Einleitung) und verlief somit in zwei hintereinander geschalteten Schritten mit jeweils 
anderem Reverse Primer. 
 
2.2.4.2.1. Erster PCR-Schritt  
Bei diesem ersten Schritt der MAOA-PCR wird ein Gen-Abschnitt von ca. 1200-
1300 bp Länge amplifiziert. Dieser enthält sowohl den Abschnitt der CpG-Islands als 
auch die polymorphe Gensequenz. Es wurde pro Ansatz ein Gesamtvolumen von 
50 µl eingesetzt, das sich folgendermaßen zusammensetzte: 
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Template 1-2 µl (entsprechen 60-400 µg DNA/ml Lösung) 
dNTP 1 µl der Stammlösung 
Forward Primer 1 µl der Stammlösung des Primers MAOA 2 
Reverse Primer 1 µl der Stammlösung des Primers MAOA 1 
PCR-Puffer 5 µl der Stammlösung 
Taq-Polymerase 0,2 µl der Stammlösung 
 
Die Reaktionsgemische wurden in 1,5 ml PCR-Tubes angesetzt unter der PCR-
Haube und wieder mit einem Ansatz ohne DNA als Negativkontrolle. Diese Gemi-
sche wurden unter folgenden Bedingungen in die PCR eingesetzt: 
 
Anfangsdenaturierung 95°C 5 min 
Denaturierung 95°C 1 min 
Annealing 50°C 1,5 min 
Extension 72°C 1,5 min 
Abschlussextension 72°C 10 min 
 
Die Zykluszahl betrug dabei 30. 
 
2.2.4.2.2. Zweiter PCR-Schritt 
Vor diesem zweiten Schritt wurden die PCR-Produkte des ersten Schrittes der      
MAOA-PCR verdünnt auf 1:25. Von dieser Verdünnung wurden dann jeweils 1 µl als 
Template für den zweiten PCR-Schritt eingesetzt. Die Mengen der eingesetzten Pri-
mer, dNTP, Puffer und Polymerase entsprachen denen des ersten Schrittes, ebenso 
die Bedingungen. Als Forward Primer diente der Primer MAOA 3, als Reverse Primer 
erneut MAOA 1. Ein weiterer Unterschied bestand in der Zykluszahl, die für diesen 
zweiten Schritt 35 betrug. 
Die PCR-Produkte wurden anschließend initial auf 2%- bzw. 4%ige Agarosegele 
aufgetragen, außerdem zur besseren Auftrennung auf Polyacrylamidgele. Für die 
Agarosegele wurden jeweils 20 µl des PCR-Produktes mit 5 µl 6x Auftragspuffer ver-
setzt und auf das entsprechende Gel aufgetragen mit pUC19 DNA/MspI als Marker-
DNA zur Abschätzung der Länge der Amplifikate (siehe unten). Für das Auftragen 
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auf das Polyacrylamidgel wurden je 10 µl des PCR-Produktes mit 2,5 µl 
6x Auftragspuffer versetzt, als Marker wurde ebenfalls pUC19 DNA/MspI verwendet. 
 
2.2.4.3. Methylierungs-spezifische PCR (MSP) und Bisulfit-Modifikation 
Zur Modifizierung der DNA wurde das CpGenome DNA Modification Kit der Firma 
Oncor verwendet, das darin für die Durchführung empfohlene Protokoll im Verlauf 
der Versuche jedoch geringfügig geändert. Als Test-DNA diente zum einen DNA der 
SiHa-Zellinie, zum anderen DNA von Endothelzellen. Vor Beginn der eigentlichen 
Modifikation erfolgte  zunächst die Präparation der notwendigen Reagenzien I und II 
entsprechend den Herstellerangaben. Nach dem Vorbereiten dieser Substanzen be-
gannen die eigentlichen Modifikationsschritte. Dazu wurde zunächst 1-2 µg der DNA 
über 20 min mit 200 mM NaOH-Lösung (=Natriumhydroxid) versetzt, um sie in ihre 
Einzelstränge aufzutrennen, da das Reagenz I schlecht an doppelsträngige DNA an-
greifen kann. Anschließend wurde diese in einem 2 ml Eppendorfgefäß mit a.d. auf 
ein Volumen von 100 µl gebracht, 7 µl 3 M NaOH hinzugegeben und gemischt. Wenn 
die Probe weniger als 1-2 µg DNA enthielt, wurde diese nach der Auftrennung der 
DNA zunächst mit 2 µl des Reagenz IV versetzt und dann die Menge an 3 M NaOH 
zugefügt. Nach Inkubation des Gemisches aus einzelsträngiger DNA und 3 M NaOH 
für 10 min bei 37°C erfolgte die Zugabe von 550 µl des frisch angesetzten DNA-Mo-
difikationsreagenz I mit nachfolgendem Mischen der erhaltenen Lösung und Inkuba-
tion bei 50°C über 16-20 Stunden über Nacht. Am Folgetag wurde zunächst 5 µl des 
resuspendierten Modifkationsreagenz III und dann 750 µl des Reagenz II zugesetzt, 
kurz gemischt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Danach erfolgte ein Zentri-
fugationsschritt über 1 min bei 7500 U/min, um Reagenz III zu pelletieren. Nach Ver-
werfen des Überstandes wurde das Pellet dreimal mit jeweils 1 ml 70%igem Ethanol 
gewaschen, nach Entfernen des Überstandes nach dem dritten Waschvorgang wur-
de die Probe ein letztes Mal 5 min bei nun 12000 U/min zentrifugiert und der verblei-
bende Überstand mit einer Pipette entfernt. Nach Zugabe von 50 µl der 20 mM Na-
OH/90% Ethanol-Lösung, Inkubation über 5 min bei Raumtemperatur und an-
schließender Zentrifugation (1 min bei 7500 U/min) wurde das so erhaltene Pellet 
nochmals zweimal mit 90%igem Ethanol gewaschen. Das nach dem letzten Zentrifu-
gieren bei 12000 U/min über 5 min  gewonnene Pellet wurde schließlich in 25-50 µl 
TE resuspendiert und zum Eluieren der DNA über Nacht bei 50-60°C inkubiert auf 
einem Thermomixer (Firma Eppendorf) bei 700 U/min. Nach einem weiteren Zentri-
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fugationsschritt am Folgetag (2-3 min bei 12000 U/min) wurde der Überstand in ein 
neues Eppendorfgefäß überführt, wovon 10 µl zusammen mit 2,5 µl 6x Auftragspuffer 
und λ-DNA / Eco130l als Marker-DNA auf ein 1%iges-Agarosegel aufgetragen wur-
den, der Rest der Lösung wurde in die folgende PCR eingesetzt.  
Die PCR mit der modifizierten DNA  erfolgte nach dem Protokoll und den Bedingun-
gen der oben beschriebenen HUMARA-PCR. Ein Unterschied bestand lediglich in 
den verwendeten Primern. Hierbei wurde als Reverse Primer wiederum jeweils     
HUMARA 1 eingesetzt, als Forward Primer zum einen HUMARA W (für die PCR 
nicht-modifizierter DNA),  außerdem HUMARA U (zur Detektion modifizierter un-
methylierter DNA) und schließlich HUMARA M (zur Detektion modifizierter methylier-
ter DNA).  Die PCR-Produkte wurden schließlich zur Auswertung auf ein 2%iges A-
garosegel aufgetragen (jeweils 20 µl des PCR-Produktes mit 5 µl 6x Auftragspuffer 
und pUC19 DNA/MspI als Marker-DNA). 
 
2.2.5. Gelelektrophorese 
 
2.2.5.1. Agarosegelelektrophorese 
Zur Herstellung 1%- und 2%iger Agarosegele wurde Sea Kem LE-Agarose verwen-
det, die mit 1x TBE in der entsprechenden Konzentration angesetzt wurden. Zur Her-
stellung von 4%igen Agarosegelen diente die MetaPhor Agarose. Vor der Verwen-
dung wurden diese Ansätze jeweils ½ Stunde autoklaviert. Die Gele wurden in      
Elektrophoresekammern (Blue Marine 100, 10 cm x 7 cm) der Firma Serva (Heidel-
berg) gefertigt. Nach Erhärten konnten die Proben in die vorgesehenen Taschen  der 
Gele gefüllt werden (Mengen der jeweiligen Proben und des Auftragspuffers, sowie 
verwendete Marker-DNA siehe entsprechende Kapitel diesen Teils). Nach dem Ein-
setzen in die Laufkammern wurden die Gele bei 80-120 V ca. eine Stunde laufen ge-
lassen. Als Laufpuffer diente 1x TBE mit 75 µl/l der Ethidiumbromid-Stammlösung 
zur Färbung der Banden. Nach dem Lauf konnten die mittels Ethidiumbromid gefärb-
ten Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.  
 
2.2.5.2. Polyacrylamidgelelektrophorese 
Die Methode der Polyacrylamidgelelektrophorese wurde zusätzlich zu der Agarose-
gelelektrophorese angewendet zur genaueren Darstellung der PCR-Produkte. Die 
Gele wurden als Minigele (10x10 cm) mit den Systemen  der Firma Hoefer (Dual Gel 
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Caster, mighty small SE 245) gefertigt. Für die Herstellung von zwei Minigelen wurde 
folgender Ansatz gewählt: 13,8 ml a.d. wurden mit 5 ml Serdogel SSCP und 1,2 ml 
TBE gemischt, anschließend wurde 280 µl APS hinzugegeben. Dieses Gemisch 
wurde dann entgast über ca. 20 min, bis keine Blasen mehr sichtbar waren. Zuletzt 
wurde 17 µl TEMED zugefügt, und nach kurzem Mischen erfolgte das Einfüllen in die 
vorher aufgestellten Gelkammern. Nach ½- bis einstündigem Erhärten  konnten die 
Gele mit den Glasplatten in die vorgesehenen Laufkammern gesetzt werden, die 
Laufkammern wurden mit 1x TBE als Laufpuffer gefüllt, und die Proben konnten in 
die entsprechenden Taschen gegeben werden (je 10 µl der Probe mit 2,5 µl 6x Auf-
tragspuffer und pUC19 DNA als Marker). Bei 100 V wurden diese nun ca. zwei Stun-
den laufen gelassen. Anschließend erfolgte das Färben der Gele mit Ethidiumbromid. 
Nach dem Ablösen von den Glasplatten wurden sie dafür ca. eine Stunde in eine Lö-
sung aus 1 l 1x TBE mit 150 µl der Ethidiumbromid-Stammlösung gelegt. Anschlie-
ßend konnten die so gefärbten DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht und 
photographiert werden. 
 3.  Ergebnisse 
 
3.1. Extrahierte und aufgereinigte DNA 
 
Die aus Frischgewebsproben und fixiertem Gewebe extrahierte DNA wurde zunächst 
auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Dabei zeigte sich erwartungsgemäß bei den 
aus Frischgewebe extrahierten Proben ein sehr eng begrenzter Bandenbereich von 
hochmolekularer DNA mit einer Größe von ca. 20.000 bp nach Abschätzung mit Hilfe 
des λ-Markers (siehe Abb. 9).  
 
Durch Formalinfixierung wird die DNA degradiert, dementsprechend konnte bei den 
meisten Proben aus fixiertem Material nur ein sehr geringer Anteil an hochmolekula-
rer DNA extrahiert werden und auch nur wenige der  vorliegenden Proben für die 
PCR eingesetzt werden. Die nächste Abbildung (Abb. 10) zeigt die auf ein 1%iges 
Agarosegel aufgetragene DNA nach der Extraktion aus fixiertem Gewebe. Die Frag-
mentlänge der einzelnen Proben aus fixiertem Gewebe variiert dabei stark, teils wer-
den von einer einzelnen Probe Fragmente jeglicher DNA-Länge über einen Bereich 
von 70 - 20.000 bp sichtbar, teilweise nur in einem enger begrenzten Bereich zwi-
schen 70 - 500 bp. Diese Unterschiede sind am ehesten durch die verschiedene 
Dauer der Fixierung und das Alter der Blöcke bedingt. So sind die formalinfixierten 
Abb. 9: Extrahierte und aufgereinigte DNA aus 
Frischgewebsproben von Leiomyomen und Myo-
metrium der Patientinnen 13-16 (Gelspuren 1-9, 
Gelspur 10= λ-Marker) 
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Blöcke der Uterustumoren vier Jahre älter als die der Lungentumoren, was ein Grund 
für die stärker degradierte DNA dieser Blöcke sein könnte (51). Ebenso ist nichts Ge-
naues über die Dauer der Fixierung mit 10%igem Formalin dieser einzelnen Blöcke 
bekannt, was ebenso Unterschiede in der Beschaffenheit der DNA hervorrufen kann 
(51). Anhand der mit Hilfe des Gels sichtbar gemachten Menge an hochmolekularer 
DNA wurde das Template-Volumen für die PCR abgeschätzt.  
Die im Anschluss an die Extraktion durchgeführte photometrische Bestimmung der 
Konzentration der DNA aus Frischgewebe der Patientinnen 1-20 ergab Werte zwi-
schen 41,5 und 383 ng/µl, wobei 60% der gemessenen Konzentrationen im Bereich 
zwischen 100 und 200 ng/µl lagen, die Konzentration der DNA aus der Blutprobe war 
14 ng/µl und die der DNA aus den Zellkulturen betrug 430 ng/µl (SiHa) bzw. 
7,14 ng/µl (CaSki). Als Template-Menge für die PCR wurden 1,4 µl (Zellkulturen) 
bzw. 1-2 µl (übrige Proben) eingesetzt. 
Die photometrische Konzentrationen der extrahierten DNA-Proben der Patientin mit 
der Diagnose des benignen metastasierenden Leiomyoms betrugen zwischen 
39,5 und 149 ng/µl mit zwei Ausnahmen, bei denen die Konzentration 170 ng/µl bzw. 
360 ng/µl betrug. Eingesetzt in die PCR als Template wurden 1 µl der Frischgewebs-
proben und 3 µl der DNA aus fixiertem Material. 
 1  2  3  4 5 6  7 
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ca. 500 bp 
Abb. 10: Extrahierte DNA aus fixiertem Material 
von Leiomyomen der Lunge und des Uterus der 
untersuchten Patientin mit BML (Gelspuren 1-6, 
Gelspur 7= λ-Marker) 
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3.2. Ergebnisse der Klonalitätsanalyse unter Verwendung des     
MAOA-Assays am Beispiel von DNA aus Frischgewebsproben 
 
Mit Hilfe der für den MAOA-Genlocus heterozygoten SiHa-Zelllinie wurden die PCR-
Bedingungen des Assays zunächst optimiert (siehe Material und Methoden, Kapitel 
2.2.4.). Dabei wurden die von Peng et al. (39) beschriebenen PCR-Bedingungen leicht 
modifiziert, und zwar zum einen die Temperatur und Dauer des Denaturierungs-, An-
nealing- und Extensions-Schrittes und zum anderen die Zyklenzahl. Nach dieser er-
folgten Optimierung und reproduzierbar guten Ergebnissen am Beispiel der Zelllinie 
SiHa konnte der Assay auf die einzelnen Gewebeproben angewendet werden. Im 
ersten Schritt wurde geprüft, welche der Marker für die Analyse informativ, d.h. wel-
che der Patientinnen heterozygot in diesem Genabschnitt waren. Dazu wurden die 
DNA-Proben der Patientinnen zunächst ohne vorheriges Schneiden durch Restrikti-
onsendonukleasen in die PCR eingesetzt. Bei Vorliegen einer Heterozygotie wurden 
nach Auftragen der PCR-Produkte auf ein 2%iges Agarosegel  und Färben des Gels 
mit Ethidiumbromid zwei Banden erwartet. Dieses war bei 15 der 20 Proben der Fall 
(siehe Tab. 3). Nur bei diesen 15 heterozygoten Proben konnte ein  für die Klonali-
tätsanalyse verwertbares Ergebnis erwartet werden. Im nächsten Schritt wurde die 
Klonalitätsanalyse mit allen vorhandenen Proben - die homozygoten Proben wurden 
als Kontrolle mitgeführt - durchgeführt. Dabei erfolgte zuerst das Schneiden mit den 
Restriktionsendonukleasen Hpa II und Msp I, wonach jeweils ein Teil der Proben zur 
Erfolgskontrolle auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen wurde. Dabei zeigte sich 
erwartungsgemäß nach dem Schneiden mit Hpa II, durch das die methylierten, inak-
tivierten X-Chromosomen nicht gespalten wurden, noch ein Teil hochmolekularer 
DNA mit einem Teil niedermolekularer, während nach dem Schneiden mit Msp I aus-
schließlich geschnittene DNA-Fragmente auf dem Gel sichtbar wurden, da dort die 
DNA ohne Rücksicht auf das für die Inaktivierung spezifische Methylierungsmuster 
gespalten wurde (siehe Abb. 11). 
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Nach erfolgtem Schneiden wurde schließlich die Semi-Nested MAOA-PCR mit dem 
noch vorhandenen Teil der geschnittenen DNA-Proben im Vergleich mit den unge-
schnittenen Proben jeder Patientin durchgeführt, zusammen mit einer Negativ-
Kontrolle ohne DNA. Von jeder Patientin wurde, soweit vorhanden, neben mindes-
tens einer Tumor-Probe ebenfalls Normalgewebe zum Vergleich eingesetzt. Bei Vor-
liegen von klonalem Tumorgewebe wurde bei den heterozygoten Patientinnen nach 
dem Schneiden mit methylierungssensitivem  Hpa II und der PCR nur noch eine 
Bande als PCR-Produkt im 2%igem Agarosegel erwartet, in dem zugehörigen 
Normalgewebe auch nach dem Schneiden mit Hpa II weiterhin das Muster einer zu-
fälligen X-chromosomalen Inaktivierung, d.h. zwei Banden. Die Größe der Fragmen-
te / Banden sollte erwartungsgemäß im Bereich zwischen 300 und 370 bp liegen. 
Nach dem Schneiden mit Msp I wurde bei allen Proben, unabhängig von vorliegen-
der Klonalität keine Bande im 2%igen Agarosegel nach PCR erwartet, da nach dem 
Schneiden keine ausreichend langen DNA-Fragmente für die PCR vorliegen konn-
ten. Die tatsächlich erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle (Tab. 3) 
vorab zusammengefasst, die anschließende Abbildung (Abb. 12) zeigt beispielhaft 
die Gelausschnitte der Proben einer heterozygoten Patientin im Vergleich zu denen 
einer homozygoten für diesen Genlocus. 
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Nach Schnei-
den mit Msp I 
fast nur noch 
stark fragmen-
tierte nieder-
molekulare 
DNA, hochmo-
lekulare DNA 
fehlt fast voll-
ständig. 
Abb. 11: 1%iges Agarosegel der mit Hpa II geschnitte-
nen DNA-Proben der Patientin 20 (Gelspuren 1-4) und 
Msp I (Gelspuren 6-8) mit λ-DNA als Marker (Gelspur 5). 
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Länge der / des als Bande im Gel sichtba-
ren Allele(s)[bp] (pUC-DNA als Marker) 
Pati-
entin 
Probe Allelzahl der Patientin-
nen 
(1 Allel = homozygot, 
2 Allele = heterozygot) 
ohne Schneiden  nach Schneiden  mit 
Hpa II 
1 L Heterozygot 330 / 360 360 
2 L1 
L2 
L3 
Heterozygot 340 / kaum 360 
340 / kaum 360 
340 / kaum 360 
340
340
340
3 L 
M 
Heterozygot 330 / 350
330 / 350
330
330 / 350
4 L 
B 
Homozygot 350
350
350
350
5 L 
M 
Heterozygot 330 / 350
330 / 350
330
330 / 350
6 L1 
L2 
L3 
L4 
M 
Homozygot 350
350
350
350
350
350
350
350
350
350
7 L Heterozygot 310 / 350 310
8 L1 
L2 
M 
Homozygot 350
350
350
350
350
350
9 L Heterozygot 310 / 350 310
10 L1 
L2 
M 
Homozygot 300
300
300
300
300
300
11 L1 
L2 
M 
Heterozygot 330 /360
330 / kaum 360
330 /360
330
360
330 / 360
12 L Heterozygot 330 / 360 360
13 L 
M 
Heterozygot 330 / 350
330 /350
330
330 / kaum 350
14 L1 
L2 
M 
Heterozygot 330 / 360
330 / 360
330 / 360
330
330
330 / 360
15 L1 
L2 
Heterozygot 330 / 350
330 / 350
330 / 350
330 / 350
16 L1 
L2 
L3 
M 
Homozygot 350
350
350
350
350
350
Keine Bande
350
Tab. 3: Ergebnisse der Klonalitätsanalyse mittels MAOA-Assay, Proben 1-20. Grau 
unterlegte bzw. fett gedruckte Abschnitte entsprechen Proben, die Besonderheiten zeigen 
und im weiteren Text näher erläutert werden 
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17 L1 
L2 
L3 
Heterozygot 330 / 360
330 / 360
330 / 360
360
360
360 / kaum 330
18 L Heterozygot 330 / 360 330
19 L Heterozygot 330 / 360 330
20 L1 
L2 
L3 
L4 
L5 
M 
Heterozygot 330 / 350
330 / 350
330 / 350
330 / 350
330 / 350
330 / 350
350
350 
330
350 / kaum 330
350 / kaum 330
330 / 350
 
 
Folgende Ergebnisse ließen sich bei der Analyse gewinnen: 
• Jede der Proben zeigte ein eindeutiges Ergebnis. 
• Von den 20 untersuchten Patientinnen waren 15 heterozygot für den Genlocus 
MAOA, die restlichen 5 zeigten sich homozygot. Somit ergab sich hier eine He-
terozygotierate von 75%. 
 
 
 
     
     501 bp 
 
 
 
 
     331 bp 
 
   
     190 bp 
 
       
 
Abb. 12: Darstellung der PCR-Produkte nach Durchführung 
des MAOA-Assays am Beispiel der Proben einer für diesen Gen-
locus heterozygoten Patientin (3L, Gelspuren 1-3, und 3M, 
Gelspuren 4-6) im Vergleich mit denen einer homozygoten Patien-
tin (4L und 4B, jeweils ohne Scheiden mit Msp I, Gelspuren 8-10) 
mit pUC19-DNA als Marker (Gelspur 7). 
Homozygote 
Proben 
 1  2  3   4 5 6 7 8 9 10 
Heterozygote Proben 
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• Von den Proben der heterozygoten Patientinnen lag meistens das X-
Chromosom, das das kürzere Allel enthielt (9 vs. 3), inaktiviert vor, d.h. dieses 
kürzere Allel (bei diesen Proben 310 bis 340 bp) wurde in der PCR amplifiziert.  
• Probe 15 (fett und kursiv hervorgehoben in der Tab. 3) zeigte sowohl vor als 
auch nach dem Schneiden mit Hpa II jeweils zwei Banden mit den Längen von 
330 und 350 bp (Abschätzung mit Hilfe des pUC19-Markers) (siehe Abb. 13). 
Dieses ist am ehesten als Folge verunreinigten Probenmaterials zu sehen, d.h. 
dass das Frischgewebe nicht nur reines Myomgewebe enthielt, sondern zu-
sätzlich normales Myometrium.  
 
● Die Auswertung der Proben der Patientinnen 11 und 20 zeigte ebenfalls eine 
Besonderheit. Bei den anderen Patientinnen, von denen jeweils mehrere ver-
schiedene Myomknoten zur Analyse vorlagen, lag bei allen  Proben immer ent-
weder nur das maternale oder nur das paternale X-Chromosom inaktiviert vor, 
d.h. dass immer genau dasselbe der beiden Allele amplifiziert wurde, ent-
sprechend immer dasselbe X-Chromosom methyliert war. Die Proben der bei-
den oben erwähnten Patientinnen zeigten jedoch in jeweils einem der unter-
suchten Myomknoten ein abweichendes Ergebnis (grau unterlegte Zeilen der 
Tab. 3), d.h. bei je einer Probe aus Myomgewebe lag ein anderes X-
Abb. 13: Tumorproben der Patientin 15 nach Durchführen der Klonalität-
sanalyse mittels MAOA-Assay. Sowohl ohne (Gelspuren 4 und 7) als auch 
nach Schneiden mit Hpa II (weiße Pfeile / Gelspuren 2 und 5) zeigten sich zwei 
Banden, keine bzw. nur ganz schwach angedeutet dagegen nach Schneiden 
mit Msp I (Gelspuren 3 und 6), als Marker diente pUC19-DNA (Gelspur 1) 
 
 
    489 bp 
  
    404 bp 
 
    331 bp 
 
    242 bp 
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Chromosom inaktiviert vor im Vergleich zu den restlichen Myomproben dersel-
ben Patientin (siehe Abb. 14a und b).  
 
 
 
                                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
330 bp 
350 bp 
Abb. 14a und b: Proben der Patientin 20 nach MAOA-
PCR, jeweils die 5 Tumorproben geschnitten mit Hpa II 
(Gelspuren 1, 4, 7, 10 und 13), mit Msp I (Gelspuren 2, 5, 8, 
11 und 14) und ungeschnitten (Gelspuren 3, 6, 9, 12 und 
15), und als letzte Probe normales Uterusgewebe der Pati-
entin nach und ohne Schneiden (Gelspuren 16-18). Der 
weiße Pfeil (Gelspur 7) markiert die Tumorprobe mit dem 
abweichend inaktivierten X-Chromosom. 
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3.3. Ergebnisse der Analyse der Proben der Patientin mit benignem 
metastasierenden Leiomyom 
 
Zunächst wurden die Frischgewebsproben des Lungengewebes der Patientin (Pro-
ben A-D) analysiert mit Hilfe des MAOA-Assays. Es zeigte sich, dass die Patientin 
heterozygot für diesen Genlocus ist, d.h. es konnten mittels Gelelektrophorese zwei 
Banden für die ungeschnittenen Proben nach MAOA-PCR dargestellt werden (Länge 
ca. 330 und 360 bp). Außerdem stellte sich heraus, dass die Proben aller Lungentu-
moren dieser Patientin monoklonalen Ursprungs sind, d.h. nach dem Schneiden mit 
der methylierungssensitiven Hpa II-Restriktionsendonuklease zeigte sich nur eine 
Bande, und zwar immer das kürzere beider Allele (ca. 330 bp) (siehe Abb.15).  Das 
Schneiden mit Msp I fand bei diesen Proben jeweils nur unvollständig statt, im Gel 
erschienen bei allen Proben noch amplifizierte DNA-Fragmente. 
Zum Vergleich der  Ergebnisse der Analyse der Lungentumoren wurden im Folgen-
den die Proben der Uterusmyome und des normalen Myometriums analysiert, deren 
DNA bei nicht vorliegenden Frischgewebsproben aus fixiertem Gewebe extrahiert 
worden waren, außerdem wurden ebenso die DNA aus fixierten Gewebeproben der 
Lungentumoren (A’, C’ und D’) in die Klonalitätsanalyse eingesetzt. Bei keiner dieser 
Proben konnte ein PCR-Produkt nach MAOA-Assay nachgewiesen werden, auch 
 
 
 
    
 
 
 
 404 bp 
 
 
   
 331 bp 
 
Abb. 15: Polyacrylamidgel des MAOA-Assays der Proben A-D nach 
Schneiden mit Hpa II (weiße Pfeile / Gelspuren 4, 7, 10 und 13) bzw. Msp I 
(Gelspuren 3, 6, 9 und 12) und ohne Schneiden (Gelspuren 2, 5, 8 und 11), 
pUC19-DNA als Marker (Gelspur 1). 
12b 
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nicht nach mehrfacher Durchführung der Analyse. Dieses kann zurückgeführt werden 
auf die durch die Fixierung in Formalin stark degradierte DNA (siehe oben). Da für 
den ersten Zyklus der MAOA-PCR ein bis zu 1300 bp langer DNA-Abschnitt als 
Amplifikat benötigt wird, sollte eine möglichst hochmolekulare DNA zur Analyse vor-
liegen, die nach der Formalinfixierung meist nicht mehr vorhanden ist. Aus diesem 
Grund wurden die fixierte und auch die Frischgewebsproben der Lungentumoren mit 
Hilfe des HUMARA-Assays analysiert, für dessen Genlocus sich die Patientin eben-
falls heterozygot zeigte. Auch mit Hilfe dieses Assays konnten nicht alle vorhande-
nen Proben aufgrund zu starker Fragmentierung verwertet werden, jedoch zeigten 
sechs der insgesamt acht Tumorproben der Lungenrundherde, zwei der vier Leiomy-
omproben des Uterus und eine der Proben aus dem Normalgewebe des Uterus ein 
verwertbares Ergebnis. Eine genaue Zusammenstellung der Ergebnisse nach Durch-
führung des HUMARA-Assays zeigt die folgende Tabelle (Tab. 4): 
 
Organ Pro-
ben 
Ungeschnitten 
(Längenangabe in bp) 
Nach Schneiden  mit Hpa II 
(Längenangabe in bp) 
A Zwei Banden (300 / 280) Eine Bande, ca. 300
B Zwei Banden (300 / 280) Eine Bande, ca. 300
C Zwei Banden (300 / 280) Eine Bande, ca. 300
Lungenrundherde 
(Frischgewebe) 
D Zwei Banden (300 / 280) Eine Bande, ca. 300
A’1 Zwei Banden (300 / 280) Eine Bande, ca. 300
A’2 Zwei Banden (300 / 280) Eine Bande, ca. 300
C’ Kein ausreichendes Material Kein ausreichendes Material
Lungenrundherde 
(Paraffingewebe) 
D’ Kein ausreichendes Material Kein ausreichendes Material
L’1 Zwei Banden (300 / 280) Eine Bande, ca. 300
L’2 Zwei Banden (300 / 280) Eine Bande, ca. 300
L’3 Kein ausreichendes Material Kein ausreichendes Material
Uterusmyome (Pa-
raffingewebe) 
L’4 Kein ausreichendes Material Kein ausreichendes Material
M’1 Kein ausreichendes Material Kein ausreichendes Material
M’2 Kein ausreichendes Material Kein ausreichendes Material
Uterusmyometri-
um (Paraffingewe-
be) M’3 Zwei Banden (300 / 280) Zwei Banden (300 / 280)
Ovar  (Paraffinge-
webe) 
Ov’ Zwei sehr schwache Banden 
(300 / 280)
Kein ausreichendes Material
Tab. 4: Ergebnisse der Klonalitätsanalyse mittels HUMARA-Assays, Proben der Patientin mit 
benignem metastasierenden Leiomyom. 
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Bei allen informativen Proben zeigten sich ohne vorheriges Schneiden mit der 
Restriktionsendonuklease Hpa II zwei Banden mit Längen von ca. 300 und 280 bp 
(abgeschätzt mit Hilfe des pUC19-Markers). Nach dem Schneiden war jeweils immer 
die 300 bp-Bande sichtbar, was darauf hindeutet, dass bei allen Tumorproben immer 
nur entweder das maternale oder paternale X-Chromosom inaktiviert vorlag, alle Tu-
more also aus einer einzigen Ursprungszelle abstammten. Die nach der PCR auf ein 
4%Agarosegel aufgetragenen Proben zeigt folgende Abbildung (Abb. 16). 
 
 
 
Abb. 16a: 4%iges Agarosegel der PCR-Produkte der Lungenproben aus 
Frischgewebe (A-C) nach HUMARA-PCR nach Schneiden mit Hpa II 
(Gelspuren 1, 3 und 5) und ungeschnitten (Gelspuren 2, 4 und 6)  
Abb. 16b: 4%iges Agarosegel der PCR-Produkte von zwei Leiomy-
omproben des Uterus (L’1 und L’2) nach HUMARA-PCR nach Schneiden 
mit Hpa II (Gelspuren 1 und 3) und ungeschnitten (Gelspuren 2 und 4). 
Die Gelspuren mit ungeraden Zahlen zeigen jeweils die geschnittenen Pro-
ben, es liegt immer das kürzere der beiden Allele inaktiviert vor. 
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3.4. Ergebnisse der methylierungsspezifischen PCR (nach Bisulfit-
Modifikation) 
 
Erwartungsgemäß sollten sich nach Durchführung dieser Analyse bei Vorliegen von 
für den HUMARA-Locus heterozygoten Proben folgende Ergebnisse zeigen:  
1. PCR-Produkte auf einem 2%igen Agarosegel ohne vorherige Modifikation 
♦ Primer W: jeweils zwei Banden, falls die verwendete DNA heterozygot für 
den HUMARA-Locus ist 
♦ Primer  M und U: keine Bande 
2. PCR-Produkte auf einem 2%igen Agarosegel mit vorheriger Modifikation 
♦ Primer W: keine Banden 
♦ Primer M und U: jeweils eine Bande, und zwar jeweils von verschiedener 
Länge entsprechend der Länge der beiden verschiedenen Allele. 
Die Methode wurde zunächst nur auf die angegebenen Zelllinien angewendet. Die 
erwarteten Ergebnisse konnten jedoch nur zum Teil erhalten werden. Bei der Analy-
se unmodifizierter DNA zeigten sich zwar nach PCR mit Primer W im 2%igen Agaro-
segel jeweils zwei Banden und keine bei der Verwendung von Primer U, jedoch wa-
ren auch jeweils ein bis zwei schwache Banden bei der Verwendung von Primer M 
 
 
 
 
 
 
500 bp 
 
 
330 bp 
 
 
190 bp 
Abb. 17: PCR-Produkte nach HUMARA-PCR der Zelllinie 
SiHa  (Gelspuren 1, 3 und 5) und der Endothelzelllinie (Gelspu-
ren 2,4 und 6) mit den Primern W (Gelspuren 1 und 2), Primer U 
(Gelspuren 3 und 4) und Primer M (Gelspuren 5 und 6), mit a.d. 
als Negativkontrolle (Gelspur 7) und pUC19-DNA als Marker 
(Gelspur 8). 
 1 2 3 4 5 6 7 8 
Primer MPrimer UPrimer W 
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erkennbar (siehe Abb. 17). Erst nach Erhöhung der Annealing-Temperatur auf 65°C 
und Verminderung der Zyklen-Zahl auf 25 wurde die unmodifizierte DNA nicht mehr 
mit Primer M amplifiziert. 
Bei der Analyse der modifizierten DNA der Zelllinien unter Anwendung des von der 
Herstellerfirma empfohlenen Protokolls konnten zunächst keine Ergebnisse erzielt 
werden. Es zeigte sich weder auf dem 1%igen Agarosegel nach Auftragen der modi-
fizierten DNA noch auf dem 2%igen Agarosegel nach Auftragen der mit den Primern 
M und U amplifizierten DNA eine erkennbare Bande. Erst nach Erhöhung der in die 
Modifikation eingesetzten DNA-Menge auf das Doppelte (2 µg), mehrfacher Aufreini-
gung der DNA mittels PCI-Methode vor der Modifikation (siehe Material und Metho-
den, Kapitel 2.2.2.4.) und Änderung des Protokolls (Erhöhung der Dauer und Intensi-
tät der Zentrifugationsschritte) wurden im Fall der Zelllinie SiHa reproduzierbar je-
weils schwache Banden sichtbar (siehe Abb. 18a und b). Auch mit dem geänderten 
Protokoll konnte kein PCR-Produkt unter Verwendung des Primers U nachgewiesen 
werden. Optimale Ergebnisse mit Primer M wurden bei einer Annealing-Temperatur 
von 50°C und einer Zyklenzahl von 40-50 erzielt.  
Schließlich wurden mit dieser Methode unter den leicht geänderten Bedingungen und 
Protokoll die Frischgewebsproben der schon beim MAOA-Assay verwendeten Ute-
rusproben (Myom- und Normalgewebe) analysiert. Trotz mehrfacher Durchführung 
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 242 bp 
 
 
     
 
7743 bp 
Abb. 18a: 1%iges Agarosegel nach dem Auftragen modifizierter SiHa-DNA mit λ-
DNA als Marker: deutlich sichtbare Bande im hochmolekularen Bereich. 
Abb. 18b: 2%iges Agarosegel  nach dem Auftragen des PCR-Produktes von modi-
fizierter SiHa-DNA nach HUMARA-PCR mit dem Primer M (pUC19-DNA als Marker). 
18a 18b 
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dieser Analyse konnte kein verwertbares Ergebnis erhalten werden. Trotz verschie-
dener Änderungen im Protokoll konnte nach der Modifikation der Proben-DNA keine 
Rest-DNA nachgewiesen werden.  
  44
4. Diskussion 
 
 
 
Ziel dieser Arbeit war es zunächst, neben dem bekannten Androgen-Rezeptor-Assay 
eine weitere Methode zur Klonalitätsanalyse  X-chromosomal gebundener Gene  zu 
etablieren. Dafür wurde der MAOA-Assay ausgewählt, und dieser auf die Analyse 
von Leiomyomzellen des Uterus angewendet. Im nächsten Schritt wurde die Klonali-
tätsanalyse zur näheren Klärung der Pathogenese des benignen metastasierenden 
Leiomyoms verwendet am Beispiel einer von diesem Krankheitsbild betroffenen Pa-
tientin.  
Als geeignete Alternative zum Androgen-Rezeptor-Gen erwies sich das Monoami-
nooxidase-A-Gen (MAOA-Gen), das erstmalig von Hendriks et al. 1992 (18) als mögli-
ches Gen zur Durchführung der Klonalitätsanalyse beschrieben worden war. Seitdem 
taucht dieser Assay jedoch kaum noch in der Literatur auf, so finden sich neben dem 
oben erwähnten Ursprungsartikel und der hier als Vorlage verwendeten Arbeit von 
Peng et al. (39) nur zwei weitere Arbeiten, die diesen Assay verwendeten (32;46). Von 
Peng et al. (39) wurde diese Analyse an soliden Tumoren (Lymphomen) durchgeführt, 
demgegenüber wendeten die anderen Autoren den MAOA-Assay  jeweils auf peri-
phere Blutzellen bzw. Zellen der hämatopoetischen Reihe aus dem Knochenmark 
an. Noch nie jedoch fand der Assay jedoch Anwendung am Beispiel von Leiomyo-
men. In der hier vorgelegten Analyse konnte nach Modifizierung der bei Peng et al. 
(39) beschriebenen Bedingungen des Assays diese Methode auf alle der zu analysie-
renden Frischgewebsproben aus Uterusleiomyomen und normalem Myometrium mit 
einem eindeutigen Ergebnis angewendet werden. Ein in der Literatur beschriebenes 
Problem im Zusammenhang mit der Klonalitätsanalyse ist das Auftreten einer exzes-
siven Lyonisation, die sich bei polyklonalen Zellen in einer deutlich von dem zufälli-
gen X-chromosomalen Inaktivierungsmuster abweichenden Verteilung zeigt. Im frü-
hen Embryonalstadium erfolgt dabei die X-chromosomale Inaktivierung nicht in einer 
Verteilung von 1:1, sondern in einem Ungleichgewicht zugunsten eines der beiden X-
Chromosomen (maternal oder paternal). Somit liegen bei Frauen, die heterozygot für 
ein X-chromosomales Gen sind, die entsprechenden beiden Allele nicht in einer Ver-
teilung von 1:1 in der Zelle vor, sondern im Verhältnis von 4:1 und mehr (entspre-
chend der Definition der exzessiven Lyonisation) (7). Bei Durchführung der Klonalität-
sanalyse an Material einer solchen Patientin  würden  nach methylierungs-
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sensitivem Schneiden  polyklonalen  Gewebes zwar beide Allele als Banden im Gel 
sichtbar, eine der Banden würde sich jedoch deutlich schwächer darstellen, was im 
Extremfall ein monoklonales Muster vortäuschen könnte. Mögliche Ursachen exzes-
siver Lyonisation sind in der folgenden Tabelle (Tab. 5) aufgeführt.  
Dieses Phänomen wurde im Zusammenhang mit dem MAOA-Assay in einer der   
oben angegebenen Analysen bei einer der Patientinnen beobachtet (32). In der hier 
beschriebenen Arbeit tauchte das Problem bei keiner der Proben auf, bei allen hete-
rozygoten Patientinnen zeigten sich nach Durchführung des MAOA-Assays am 
Normalgewebe beide Allele im Gel als Banden mit gleicher Intensität. 
Die in der Literatur beschriebene Heterozygotierate von 75% (18;20) für den Genlocus 
MAOA konnte auch in der Analyse der hier eingesetzten Proben bestätigt werden (15 
von 20 Proben), wobei einschränkend gesagt werden muss, dass die dabei zugrunde 
liegende Fallzahl sehr klein ist. Aufgefallen in der Analyse der heterozygoten Proben 
ist, dass bei der überwiegenden Zahl der untersuchten Patienten (9 vs. 3, entspre-
chend 75%) das kürzere der beiden Allele nach der PCR im Gel zur Darstellung kam, 
d.h. dass zu 75% das X-Chromosom, welches dieses kürzere Allel enthielt, inaktiviert 
vorlag. Dieses kann ein zufälliger Befund sein, der vor allem dadurch entstanden ist, 
dass eine vergleichsweise kleine Anzahl von Proben zur Analyse vorlag. Möglicher-
 
● Selektion 
o Positive Selektion: zugunsten einer Mutation im X-Chromosom 
(z.B. Adrenoleukodystrophie) 
o Negative Selektion: zuungunsten einer Mutation im X-Chromosom 
(z.B. HPRT-Mangel, Agammaglobulinämie, Wiskott-Aldrich-Syndrom)   
 
● Primäre nicht-zufällige X-chromosomale Inaktivierung  
o Imprinting 
o Varianten im Bereich des X-chromosomalen Inaktivierungszentrums 
(z.B. Xist-Mangel, Xce) 
 
● Geringe Größe des Pools der Vorläuferzellen  
o Zwillingspaar 
o Gewebespezifisch (Maligne Tumoren, ausgeprägte Anämie, Alter) 
 
Tab. 5: Mögliche Ursachen der exzessiven Lyonisation. Modifiziert nach Belmont (4) und 
Brown (7;8) (Xist = „X-inactivation specific transcript“ = RNA, die inaktiviertes X-Chromosom 
umgibt, Xce = „X-chromosome controlling element“ = Region des X-Chromosoms mit Steue-
rungsfunktion auf die X-chromosomalen Inaktivierung) 
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weise birgt jedoch auch die Inaktivierung des kürzeren Allels einen gewissen Vorteil 
in sich, der durch das somit aktive längere Allel des MAOA-Gens bedingt ist. Ande-
rerseits konnte eine bevorzugten Amplifikation des kürzeren Allels bei der Verwen-
dung des HUMARA-Assays als methodischer Fehler aufgedeckt werden (34).  Die 
Autoren zeigten, dass unter bestimmten Bedingungen (geringe, geschädigte oder 
salz-kontaminierte DNA) bevorzugt das kürzere der beiden Allele amplifiziert wurde. 
Es wurde vermutet, dass dieses Phänomen auf den hohen Grad der Selbst-
Komplementarität der CAG-trinukleotidreichen Region (nach der Auftrennung der 
DNA in Einzelstränge) zurückzuführen ist. D.h. es bilden sich Brückenbindungen 
zwischen den Basen Guanin und Cytosin in dieser Region innerhalb eines Einzel-
stranges aus, die mit der Länge dieser Region an Zahl zunehmen. Dieser Effekt 
konnte nahezu aufgehoben werden durch Ersetzen des Dinukleotids dGTP durch    
7-deaza-2’-dGTP. Diese Beobachtungen Mutters and al. (34) können jedoch nicht auf 
den in dieser Arbeit angewandten MAOA-Assay übertragen werden. Ein wesentlicher 
Unterschied ist darin zu sehen, dass die polymorphe Region des MAOA-Gens Gua-
nin und Thymin enthält, jedoch kein Cytosin, so dass keine Brückenbindung inner-
halb dieser Region entstehen kann. Die größte Differenz besteht jedoch darin, dass 
die überwiegende Darstellung des kürzeren Allels mittels MAOA-PCR in den Versu-
chen hier erst nach Verdau mit der Restriktionsendonuklease Hpa II auftauchte. 
Nach PCR ohne vorherigen Verdau fiel keine bevorzugte Amplifikation eines der bei-
den Allele auf (siehe oben).   
Bei den untersuchten Proben zeigte sich noch eine weitere Besonderheit, und zwar, 
dass bei zwei der sechs Patientinnen, von denen Proben mehrerer Myomknoten vor-
lagen, jeweils eine der Proben ein anderes Inaktivierungsmuster als die anderen 
Proben zeigte. Im Falle der Patientin 20 lag bei einem der Myomknoten das X-
Chromosom mit dem kürzeren Allel inaktiviert vor, während bei den anderen Proben 
dieser Patientin jeweils das mit dem längeren Allel betroffen war. Bei der Patientin 11 
war bei einer Myomprobe das X-Chromosom mit dem längeren Allel inaktiviert, bei 
der zweiten Myomprobe das mit dem kürzeren (siehe Tab. 3).  Dazu kommen fol-
gende Erklärungsansätze in Betracht: 1.) Jeder einzelne Myomknoten ist für sich ge-
nommen monoklonaler Herkunft, wächst dabei aber unabhängig von den anderen 
Myomknoten. D.h. jeder der Tumoren geht von einer individuellen Mutterzelle aus 
und keiner steht mit dem anderen in Verbindung. Ausgehend von einer zufälligen 
Verteilung des Inaktivierungsmusters auf die einzelnen Myome müsste bei jeweils 
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der Hälfte der Proben das kürzere Allel inaktiviert vorliegen und zur anderen Hälfte 
das längere. Bei der einen der genannten Proben (Patientin 20) ist die Verteilung mit 
4:1 deutlich ungleich. Von der Patientin 11 lagen nur zwei Myomproben vor mit einer 
resultierenden Verteilung von 1:1 (was den Erwartungen dieser These entspräche). 
Die sehr geringe Probenanzahl in dieser Analyse lässt eine sichere Aussage dazu 
nicht zu. 2.) Es handelt sich um einen Zufallsbefund, der möglicherweise durch Ver-
unreinigung hervorgerufen ist. Zur Klärung dieser Frage bzw. der beiden Hypothesen 
müsste jedoch eine größere Fallzahl zur Grundlage genommen werden, die das hier 
zur Verfügung stehende Kontingent nicht erfüllen kann. Es existieren jedoch mehrere 
Arbeiten aus den letzten Jahren, die die erstgenannte Hypothese stützen, unter an-
derem von Mashal et al. (31). Darin wurde der HUMARA-Assay für die Analyse uteri-
ner Leiomyome von Patientinnen mit multiplem Befall angewandt, und es zeigte sich 
bei der überwiegenden Zahl der informativen Proben ein unabhängiger Ursprung der 
einzelnen Leiomyome, die für sich genommen jedoch ein monoklonales Inaktivie-
rungsmuster aufwiesen. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass sich der MAOA-Assay in dieser Arbeit als 
eine zuverlässige und nicht zu aufwendige Methode der Klonalitätsanalyse  erwiesen 
hat. Verglichen mit dem HUMARA-Assay, bei dem das Problem der exzessiven Lyo-
nisation häufiger beschrieben ist, vor allem in Verbindung mit DNA aus Zellen der 
Hämatopoese, zeigte sich in der hier durchgeführten Analyse dieses Problem gar 
nicht und ist auch in der Literatur sehr selten beschrieben (einschränkend hierbei 
jedoch die auch sehr kleine Zahl an veröffentlichten Arbeiten). Nachteile im Vergleich 
zu dem HUMARA-Assay liegen dagegen in dem geringeren Anteil der Heterozygotie-
rate, die bei dem Androgen-Rezeptor-Gen bei 90% liegt (1) und der Durchführbarkeit 
des HUMARA-Assays mittels eines einzigen PCR-Schrittes. Ein größerer Nachteil 
des MAOA-Assays wurde bei der Analyse von DNA aus fixiertem Material offensicht-
lich. So konnte dieser Assay auf keine der zu untersuchenden fixierten Proben mit 
Erfolg angewendet werden. Dies lässt sich damit erklären, dass die  DNA durch eine 
Fixierung in Formalin stark degradiert wird und somit nur noch in sehr kleinen Frag-
menten vorliegt. Da für den ersten Schritt der MAOA-PCR ein mit 1200-1300 Basen-
paaren vergleichsweise langer DNA-Abschnitt amplifiziert wird, sind die nach Forma-
linfixierung noch vorhandenen DNA-Bruchstücke zu kurz. In diesem Fall zeigt der 
Androgen-Rezeptor-Assay einen klaren Vorteil, da der zu amplifizierende Abschnitt 
nur eine Länge von 230-330 Basenpaaren umfasst. Jedoch erreichte auch dieser 
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Assay bei der Analyse des fixierten Gewebes  seine Grenzen, weswegen als dritte 
Methode die methylierungsspezifische PCR nach Behandlung der Proben durch Bi-
sulfitmodifikation mit in die Analyse eingesetzt wurde, die sich laut Literaturangaben 
besonders für die Analyse kurzer DNA-Fragmente und von Proben mit geringem 
DNA-Gehalt eignen sollte (19;25;47). Dabei stellte sich jedoch in dieser Versuchsreihe 
das Problem, dass nach den Modifikationsschritten mittels Bisulfitmethode häufig 
keine DNA mehr nachgewiesen werden konnte. Nach leichter Änderung des empfoh-
lenen Protokolls konnte zwar im Falle der Zelllinie SiHa modifizierte DNA im 1%igen 
Agarosegel sichtbar gemacht und auch die PCR mit Ergebnis durchgeführt werden 
(zumindest unter Verwendung des Primers M), Schwierigkeiten traten jedoch durch-
gehend bei Einsetzen von extrahierter DNA aus den Frischgewebsproben auf, ohne 
dass einem der Modifikationsschritte der ursächliche Fehler zugeordnet werden 
konnte. Nach zahlreichen Durchläufen und Protokolländerungen ohne Erfolg wurde 
diese Methode schließlich doch verlassen, die auch im Vergleich zu der Klonalitätsa-
nalyse mittels Restriktionsverdau und PCR die aufwendigere Methode darstellt mit 
einem vergleichsweise langen Zeitaufwand (insgesamt vier Tage im Vergleich zu 
zwei bei der Anwendung des MAOA- und HUMARA-Assays).                                                           
Der zweite Teil dieser Arbeit bestand in der praktischen Anwendung der Klonalitäts-
analyse auf den Fall einer Patientin (beschrieben als Kasuistik bereits von Pawlik et 
al. 2001 (38)), bei der vier Jahre nach Entfernung eines Uterus myomatosus multiple 
Rundherde im Thoraxbild auffielen. Die histologische Aufarbeitung der Fein-
nadelbiopsate der Lungenrundherde und der später auch operativ entfernten drei 
Knoten zeigte das Vorliegen von Leiomyomen. Nach Ausschluss eines anderweitig 
lokalisierten Primärtumors konnte die Diagnose eines benignen metastasierenden 
Leiomyoms (BML) gestellt werden. Dieses Erkrankungsbild ist ein in Bezug auf die 
Pathogenese noch nicht vollständig geklärtes Phänomen, das in der Literatur nach 
wie vor seit der ersten Beschreibung durch Steiner 1939 (52) kontrovers diskutiert 
wird. Bei histologisch anzunehmender Benignität mit einem Mitoseindex von <  5 Mi-
tosen / 10 HPF als Benignitätskriterium kann es dennoch zu einer metastatischen 
Aussaat in verschiedene Organe (vor allem in die Lungen) kommen, was nicht mit 
dem Begriff der Benignität in Einklang zu bringen ist. Eine in der Literatur vertretene 
Hypothese zur Pathogenese geht auf Wolff et al. zurück (59), der 1979 die Annahme, 
dass das BML benigner Natur sei, anzweifelte und von dem Vorliegen hochdifferen-
zierter Leiomyosarkome ausging. Dieses begründete er damit, dass die Läsionen im 
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Bereich der Lunge zum einen multipel auftraten, im Verlauf ein (wenn auch langsa-
mes) kontinuierliches Wachstum zeigten und bei einigen Fällen bis hin zum Tod 
durch respiratorisches Versagen geführt hatten. Dieses Verhalten sei typisch für eine 
Metastasierung maligner Tumoren und nicht für benigne Läsionen und vor allem 
nicht für Tumoren, die ihren Ursprung im Lungengewebe haben und dann meist soli-
tär auftreten. Außerdem zeigte – so die Autoren - die sorgfältige mikroskopische 
Analyse der Lungenproben in allen der vorgestellten Fälle wenigstens eine Mitose 
pro untersuchten Materials, und elektronenmikroskopisch konnten weiterhin ver-
schiedene Reifegrade bzw. unreife Zellen dargestellt werden. Auch in neuerer Litera-
tur wird diese These weiterhin vertreten, wie z.B. durch Jautzke et al. und Esteban et 
al. (14;24), die ebenso trotz einer Mitoserate von < 5 Mitosen / 10 HPF ein extrem gut-
differenziertes Leiomyosarkom vermuten.  
Auf Canzonieri et al. (9) geht die Theorie zurück, dass es sich um eine Implantation 
und Proliferation von benignem Leiomyomgewebe handelt im Rahmen einer mikro-
skopischen oder makroskopischen intravenösen Leiomyomatose bzw. durch mecha-
nische Verschleppung nach initialer chirurgischer Myomektomie. Damit vertritt er zum 
einen die Annahme der Benignität und zum anderen die der Monoklonalität, indem er 
von einem einzigen Ursprungsgewebe, in diesem Fall dem Uterus, ausgeht, von dem 
aus sich die Leiomyomzellen im Sinne einer intravenösen Leiomyomatose in andere 
Gewebe, wie z.B. die Lunge, ausbreiten.  
Die dritte der diskutierten Hypothesen wurde von Cho  et al. (11) aufgestellt und in der 
Folge von anderen Autoren unterstützt (21;23). Sie favorisiert das Vorliegen einer sys-
temischen Leiomyomatose, die ein multifokales, jedoch autochthones und unabhän-
giges Auftreten von glattmuskulären Proliferationsherden zeigt. Zugrunde liegt dieser 
These der Fall einer Patientin, die nach Entfernung eines uterinen Leiomyoms elf 
Jahre später disseminiert auftretende Leiomyome aufwies in verschiedensten Gewe-
ben und Organen (wie Mediastinum, Haut, Mesenterium und Knochen). Das Vorhan-
densein eines hochdifferenzierten malignen Prozesses wird abgelehnt, da sich histo-
logisch in keinem der entfernten Tumoren Hinweise auf Malignität  (Mitoseindex, 
Zellmorphologie) zeigten. Das Vorliegen einer metastatischen Aussaat aus einem 
benignen Tumor wird mit der Begründung verneint, dass die Verteilung der aufgetre-
tenen Läsionen zu disseminiert seien, um auf dem vaskulären Weg entstanden sein 
zu können.  
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Allen Hypothesen gemeinsam ist die Annahme, dass Leiomyome des Uterus und der 
Lunge hormonabhängig sind, was zum einen durch Rückgang der Läsionen z.B. 
nach Ovarektomie, Beendigung einer Hormonsubstitution (Anti-Baby-Pille) oder Be-
ginn einer Therapie mit Antiöstrogenen oder LH-RH-Analoga belegt werden kann, 
zum anderen durch den Nachweis von Östrogen- und Progesteron-Rezeptoren an 
der Oberfläche der Leiomyomzellen mit Hilfe von immunhistochemischen Methoden. 
Im Rahmen der hier durchgeführten Klonalitätsanalyse konnte in Bezug auf die un-
tersuchte Patientin der Nachweis erbracht werden, dass bei dem Krankheitsbild des 
benignen metastasierenden Leiomyoms ein monoklonales Geschehen vorliegt.  So 
zeigte sich nach Anwendung des MAOA-Assays auf die vorliegenden Frischgewebs-
proben der verschiedenen pulmonalen Tumoren als auch nach Anwendung des An-
drogen-Rezeptor-Assays auf die oben genannten Frischgewebsproben und die fixier-
ten Proben aus verschiedenen Leiomyomproben des Uterus der Patientin, dass im-
mer dasselbe X-Chromosom in den Zellen inaktiviert vorlag (siehe Ergebnisteil Nr. 
3.3). Damit wird die Hypothese des Vorliegens eines multifokalen Geschehens ein-
deutig widerlegt, bei dem als Ergebnis der Klonalitätsanalyse ein polyklonales Muster 
erwartet werden müsste als Nachweis einer zufälligen Inaktivierung der X-
Chromosomen der Tumorzellen. Auch kann man aus der Analyse den Rückschluss 
ziehen, dass wirklich alle Zellen der einzelnen Tumoren aus einer einzigen Mutterzel-
le abstammen, da bei allen verschiedenen Tumoren immer dasselbe X-Chromosom 
inaktiviert wurde, d.h. immer dasselbe Allel in der Analyse nachgewiesen werden 
konnte. Somit bleibt die Frage noch offen, inwieweit dieses monoklonale Geschehen 
als benigne oder doch als maligne einzustufen ist. Als eines der ausschlaggebenden 
Methoden zur Differenzierung zwischen Malignität und Benignität gilt nach wie vor 
der mikroskopisch zu ermittelnde Mitoseindex, wobei die Grenze bei 10 Mitosefigu-
ren / 10 HPF gesetzt wird. Eine Grauzone liegt im Bereich zwischen 5-15 Mitosefigu-
ren. Bei den untersuchten Patientinnen konnte auch in den in der Literatur beschrie-
benen Fällen zumeist ein unauffälliger Mitoseindex nachgewiesen werden als Zei-
chen der Benignität. Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal stellt die zytogenetische 
Analyse dar. Dabei zeigen Leiomyosarkome zumeist eine große Bandbreite an 
chromosomalen Veränderungen, wie z.B. Deletionen, Insertionen oder auch diverse 
Rearrangements, wobei keine dieser Veränderungen spezifisch für diese maligne 
Form wären. Im Falle von benignen Leiomyomen kommt es nur selten zu zytogeneti-
schen Veränderungen, z.B. im Sinne einer Translokation oder auch Deletionen, zu-
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meist im Bereich des Chromosoms 7 (41;50). Auch am Beispiel der hier dargestellten 
Patientin wurde eine zytogenetische Analyse durchgeführt, die ein völlig unauffälliges 
Muster zeigte (54;55). Dieses unterstreicht weiterhin die Annahme eines benignen Ge-
schehens.  Somit unterstützen die hier erhobenen Ergebnisse die oben ausgeführte 
Hypothese Canzonieris, die die Implantation von benignem Leiomyomgewebe auf 
vaskulärem Weg als Pathogenese favorisiert. 
Analog zur der Schwierigkeit der eindeutigen Klärung der Pathogenese des benignen 
metastasierenden Leiomyoms stellt sich das Krankheitsbild der peritonealen  Leio-
myomatose dar.  Auch hier besteht der Widerspruch zwischen dem klinisch benignen 
Verlauf und dem metastasierenden Wachstum, was einem malignem Prozess ent-
spräche. Ähnlich zu der hier präsentierten Untersuchung konnten Quade et al. (42) die 
peritoneale Leiomyomatose unter Verwendung des HUMARA-Assays und der zyto-
genetischen Analyse als zytogenetisch unauffällige und monoklonale glattmuskuläre 
Proliferation einordnen. Übertragen auf die oben ausgeführten Hypothesen zur Pa-
thogenese des benignen metastasierenden Leiomyoms würden diese Ergebnisse 
ebenso die Aussage Canzonieris stützen. 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 
 
 
Insgesamt konnte mit dieser Arbeit am Beispiel des MAOA-Assays eine zuverlässige 
Methode zur Klonalitätsanalyse etabliert werden. Dieser Assay eignet sich vor allem 
zur Analyse von Frischgewebsproben. Schwächen zeigen sich beim Einsatz stark 
degradierter DNA, wie sie bei fixiertem Probenmaterial auftritt, da dabei nicht genü-
gend lange DNA-Fragmente zur Amplifikation vorliegen. Aufgrund der Zuverlässigkeit 
der Methode und der guten Praktikabilität bietet sich dieser Assay auch für die Routi-
nediagnostik an.  
 Desweiteren konnte mit Hilfe der Klonalitätsanalyse ein wichtiger Schritt zur Klärung 
der noch immer diskutierten Pathogenese des „Benignen metastasierenden Leiomy-
oms“ unternommen werden: Bei allen als Probenmaterial vorliegenden Tumoren ei-
ner Patientin konnte eindeutig ein monoklonales Geschehen nachgewiesen werden, 
wobei immer das X-Chromosom, das das kürzere Allel des untersuchten Genlocus 
trug, inaktiviert vorlag – sowohl in der Analyse der Lungenproben als auch in der  
Analyse der Uterustumoren. Somit konnte die Hypothese eines multifokalen Ge-
schehens, wie sie auf Cho et al. (11) zurückgeht, in diesem Fall zumindest als sehr 
unwahrscheinlich widerlegt werden. Noch nicht endgültig geklärt und in zukünftigen 
Analysen zu differenzieren ist nun jedoch noch die Frage der Benignität bzw. der Ma-
lignität dieses Krankheitsbildes. Histologische und zytogenetische Untersuchungen 
unterstützen die These der Benignität, da bei diesen Tumoren weder ein erhöhter 
Mitoseindex noch zytogenetische Aberrationen, z.B. in Form von Deletionen oder 
Rearrangements, die bei Leiomyosarkomen beobachtet wurden, nachgewiesen wer-
den konnten. Entscheidend für die betroffenen Patientinnen ist jedoch der zumeist 
gutartige Verlauf, klinische Symptome treten nur sehr selten und dann milde auf. 
Therapieoptionen bestehen in erster Linie in einer antihormonellen Therapie, die oft – 
wie auch im Fall der hier beschriebenen Patientin - zu einer Remission des Leidens 
führt.   
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8. Abkürzungen 
(in alphabetischer Reihenfolge) 
 
 
1x / 6x / 10x 1-, 6- bzw. 10-fache Konzentration der Substanz 
50x / 100x / 
400x 
50-, 100- bzw. 400-fache mikroskopische Vergrößerung bei histologi-
schen Schnittbildern 
a.d.: aqua destillata 
AE-Puffer Elutionspuffer zur DNA-Extraktion 
AL-Puffer Lysepuffer zur DNA-Extraktion 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
ATL-Puffer Gewebe- (=Tissue)-Lysepuffer zur DNA-Extraktion 
AW-Puffer Waschpuffer zur DNA-Extraktion 
AR-Gen: Androgen-Rezeptor-Gen 
ATCC: American Type Culture Collection 
bp: Basenpaare 
BML: Benignes metastasierendes Leiomyom 
BSA Bovines Serumalbumin 
CaSki: Zelllinie einer metastatischen Absiedelung eines menschlichen Cer-
vix-Carcinoms im Dünndarm 
CI Chloroform-Isoamylalkohol 
DNA: desoxyribonucleid acid = Desoxyribonukleinsäure 
HE Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
HPF: high power fields = betrachtete Gesichtsfelder bei der mikroskopi-
schen Beurteilung 
HUMARA: Humanes Androgen Rezeptor Gen 
kb: Kilobasen 
LH-RH-
Analoga:  
Agonisten am LH-RH-(luteinisierendes-Hormon-releasing-Hormon)-
Rezeptor zur Senkung der Ausschüttung von Gonadotropinen 
MAOA: Monoaminooxidase A 
MI Mitoseindex 
MSP: Methylierungs-spezifische PCR 
PCI Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 
PCR: polymerase-chain-reaction = Polymerase-Ketten-Reaktion 
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RFLP: restriction fraction length polymorphism = Längenpolymorphismus 
von Restriktionsfragmenten 
SiHa: Zelllinie eines humanen Cervix-Carcinoms 
SSCP: single strand conformational polymorphism = Polymorphismus in der 
Gestalt von Einzelstrang-Nucleinsäuren 
STR: short tandem repeat = polymorphe Region des DNA-Stranges 
TBE: Laufpuffer aus Tris, Borsäure und EDTA 
TE: Puffer aus Tris und EDTA 
TEMED: N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin 
U/min: Umdrehungen pro Minute 
z.B.: zum Beispiel 
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